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RESUMEN

Hernandez Peralta Pablo. Evaluacion inmunoldgica y clinica de extracto leucocitario
dializable porcino, en cerdos destetados, en un sistema de crianza intensivo. (Bajo la
direccion de: Dra. Laura Cobos Marin, Dr. José Ilvan Sanchez Betancourt y Dra. Sonia
Mayra Pérez Tapia).

EL objetivo del trabajo fue demostrar el efecto inmunomodulador del extracto
leucocitario dializable porcino (DLEp), en cerdos clinicamente sanos durante las primeras
cuatro semanas del destete, divididos en tres grupos: dosis alta, dosis baja y grupo testigo
(A: 72.48 - 81.8 pug/kg, B: 14.25 - 19.6pg/kg, y C: Solucidn salina isotdnica
respectivamente), a través de tres mediciones (dia 21, 34 y 50 de edad) del Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNFa) e Interferon gama (IFNy) con la técnica de ELISA, de la
cuenta plaquetaria y de la cuenta leucocitaria (leucocitos totales, neutrdfilos, linfocitos,
monocitos y eosindfilos) . Se determind la incidencia de diarreas y cuadros respiratorios
por medio de la observacion clinica diaria, asi como la mediciéon semanal del peso de cada
animal sujeto al estudio. En los resultados se observé que la dosis alta (72.48 - 81.8
ug/kg), produjo un aumento significativo en la concentracidn de IFNy sérico en el tercer
muestreo (d=2.288, a=0.05, P=0.003), EL TNFa, las cuentas leucocitarias, la incidencia de
cuadros respiratorios y diarreicos y la ganancia de peso, no mostraron diferencia

significativa entre los grupos tratados y el testigo (P>0.05).



Introduccion

Panorama actual de la porcicultura en México

La porcicultura es una actividad pecuaria de gran importancia en México, que tiene un
valor superior a los 30,000 millones de pesos, genera 350,000 empleos directos y 1.7
millones de empleos indirectos, el consumo per capita es de 14 kilos'. México participa
con el 1.9% del total de la poblacién porcina del mundo y eso le permitié ocupar en 2003
el noveno lugar a nivel mundial.?

Durante 2009, México produjo 1.16 millones de toneladas de carne de porcino, volumen
1.4% superior a lo producido en 2008. Aun con esta reduccion, de cumplirse el pronéstico
la produccién nacional de carne creceria a una tasa 1.2% promedio anual entre 2000 y
2010, mostrando su mayor crecimiento entre 2003 y 2009, periodo en el que se

incrementd en promedio 2.0% la produccién de carne de puerco en canal.

PRODUCCION PORCINA NACIONAL, 2000-2009
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Figura 1. Produccidn nacional de carne de cerdo en canal, México 2000-2010



Sonora y Jalisco son las entidades de mayor produccion de carne porcina, superando las
214 mil toneladas cada una. En conjunto, ambas entidades aportan el 37% de la
produccién nacional, seguidas por el estado de Puebla que aporta 9.4%, Guanajuato con
9.3%, Yucatan con el 8.5%, Veracruz con 6.2%, Michoacdn con 3.7%, Tamaulipas con 3%,

Oaxaca con 2.6% y el resto de las entidades federativas, que aportan 20.3% en conjunto.

PRODUCCION DE CARNE DE PORCINO EN MEXICO, 2010
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Figura 2. Produccién de carne de porcino en México 2010, toneladas y porcentaje

La desaparicion de barreras arancelarias por el tratado de libre comercio de América del
Norte ha obligado a los porcicultores mexicanos a ser mas eficientes en sus procesos
productivos, pues se compite a nivel nacional con productos o subproductos porcinos de
otras regiones, lo que nos obliga a implementar mecanismos que aumenten la

productividad de las granjas.



Sistema de produccién intensivo porcino

Los sistemas intensivos en la porcicultura han permitido optimizar la producciéon a través

esquemas de flujo de animales (flujogramas), en espacios disefiados con base en las

necesidades y el desarrollo de los cerdos en las diferentes etapas de su vida productiva.

Dichos esquemas pueden ser variados segun el periodo de tiempo que utilicen, las dreas

que en su mayoria poseen las producciones intensivas son:

a)

e)

f)

Servicios: sitio en la que las cerdas permanecen cuando se destetan, asi como
donde se integran las hembras de remplazo, en ambos casos es aqui donde se les
dara monta natural o inseminacidn artificial (1 a 5 semanas).

Gestacidn: las cerdas permanecen en esta area durante el periodo de gestacion y
hasta una semana antes del parto (10 a 16).

Maternidad: sitio donde la cerda pare y amamanta a los lechones (2-5 semanas).
Reemplazos: en este espacio permanecen las cerdas de remplazo para que se
adapten y conforme al peso se les dard el primer servicio (4 a 6 semanas).

Crianza o destete: espacio al que llegan los lechones al ser destetados, la duracién
de esta etapa varia seglin la edad del destete, el tipo de instalaciones y la
alimentacién (3 a 7 semanas).

Engorda: en este espacio se alimenta a los animales hasta que alcancen el peso de
sacrificio, en ocasiones esta area se divide en crecimiento, engorda y finalizacion
teniendo como variantes principalmente las caracteristicas del alimento (15 a 18

semanas).



Problematica en el destete

En la etapa de la lactancia los lechones son protegidos pasivamente de los agentes
infecciosos externos por medio de calostro y la leche de la cerda, a partir de la cuarta
semana son separados de la madre y de la séptima semana en adelante comienza el
periodo de pre-engorda. El destete representa un cambio agudo en la fisiologia del animal
pues, aunado al retiro de los elementos protectores de la leche materna, hay una
modificacién drastica de la alimentacién, un estrés causado por las nuevas condiciones
ambientales a las que es sometido el animal entre las que destaca la jerarquizacién. En
esta etapa y ante la presencia de agentes infecciosos, existe un aumento notable en la
morbilidad y mortalidad de los lechones, asi como una mayor incidencia de problemas
neumaonicos y diarréicos.

Si bien lo anterior depende en gran medida de las condiciones higiénicas y el manejo de la
granja, se sabe que en esta etapa los cerdos no han alcanzado su madurez inmunoldgica y
sus mecanismos adaptativos de defensa no funcionan eficazmente.? Esto puede explicarse
por estudios en los que se ha demostrado que después del destete, los animales
presentan un decremento de la respuesta in vitro de los linfocitos circulantes hacia los
mitdégenos, menor concentracion de anticuerpos contra antigenos inoculados, una
reduccion en la respuesta inflamatoria intradérmica a mitégenos ** y una disminucién en
las cuentas linfocitarias.®

Destete intensivo

Ventajas del destete a los 21 dias de edad

a) Disminucion en la transmision de enfermedades de la madre hacia el lechén.’



b) Incremento en la productividad de la cerda al aumentar su nimero de partos por
afio, generando asi una mayor cantidad de cerdos finalizados’.
¢) Un menor desgaste de la cerda, por efecto de un periodo més corto de lactancia®.
Desventajas del destete a los 21 dias de edad

a) Ausencia de inmunidad pasiva a nivel de mucosa oral.

b) Establecimiento de jerarquias mediante agresiones entre los animales destetados’.
c) Cambio radical en la dieta a la que algunos animales no se adaptan rapidamente °.
d) Aumento en la incidencia de conductas anormales como mamar el ombligo o pene

de otros cerdos y aumento en el comportamiento de escape™.

Extracto leucocitario dializable (DLE)

En 1942 Landstainer y Chase citaron por primera vez la transferencia de la respuesta
inmune celular (RIC) por parte de un donador inmune a uno no inmune, utilizando células
de exudado peritoneal de cobayos sensibilizados a tuberculina o cloruro de picrilo. En
estos estudios demostraron que las células de los animales sensibilizados eran
transferidas a los receptores no sensibilizados y estos adquirian la capacidad de expresar
la RIC de los donadores™. En 1949 Lawrence demostré que al utilizar linfocitos viables
intactos de un individuo con una intradermorreaccion (id) positiva a la tuberculina e
inyectarlos a uno con una i.d. negativa, provocd una respuesta id positiva al mismo
antigeno, transfiriendo asi una RIC™.

En 1955 Lawrence y col. observaron que la hipersensibilidad cutdnea tardia podia ser

transferida utilizando extractos solubles de leucocitos provenientes de 20 ml de sangre
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total; a éste componente activo se le llamé “factor de transferencia” (FT). En 1955 se dio
a conocer que el FT podia pasar a través de una membrana de didlisis con un corte
molecular menor a 20 KDa sin perder su capacidad bioldgica, lo que eliminaba la
posibilidad de que el efecto fuese causado por anticuerpos®®. Lawrence crey6 que estos
dializados contenian sélo una especie molecular, hoy se sabe que en realidad son un
conjunto de moléculas llamadas extractos dializables leucocitarios o DLE (por sus siglas en
inglés: Dialyzable Leukocyte Extracts). Estos son labiles al calor, pero muy estables al frio y
pueden almacenarse por varios afios a temperaturas entre -20°Cy -70°C**. En 1983 Wilson
y Fudenberg demostraron que el FT producia dos efectos: uno antigeno dependiente y
otro antigeno independiente, proponiendo que este ultimo era inespecifico y mediado por
componentes como: prostaglandinas, nicotinamida, acido ascérbico, histamina,
serotonina, factores de diferenciacién de linfocitos (timosina), quimioatrayentes para
monocitos y factores inmovilizadores de neutréfilos™. Borvak y Mayer, demostraron que
el FT contenia aminoécidos como: lisina, serina, glicina y acido glutdmico™®. El mecanismo
por el cual el FT ejerce su efecto biolégico no ha sido completamente establecido, los
primeros estudios en humanos mostraron que inhibe la migracién de macréfagos de una
manera antigeno especifica®’, transfiere la RIC'®, aumenta la proliferacion y actividad de
linfocitos T, induce la produccién de citocinas en respuesta a antigenos especificos y
aumenta la resistencia a infecciones en inmunodeficiencias de caracter genético®’;
estudios mas recientes en ratones han demostrado que el FT induce la produccién de

citocinas como la IL2 y el IFNy*! 2%,



Diversos trabajos han demostrado que el FT puede tener interespecificidad, por ejemplo:
el FT bovino se ha utilizado para transferencia de inmunidad en aves **y el FT porcino se
ha aplicado a un modelo de resistencia a Listeria en ratén®>. El FT ha sido ampliamente

usado en humanos en la proteccién y el control de enfermedades infecciosas virales 2 %

29 12

8 micobacterianas y parasitarias®°. En medicina veterinaria el FT ha sido utilizado en

la prevencién de algunas enfermedades en suinos® **, aves ** **3*y bovinos™.
El empleo de inmunomoduladores que mejoren la respuesta inmune ha sido abordado
desde diferentes enfoques, uno de ellos es el uso de citocinas que estimulen la activacion

36 37 38

de linfocitos para modular la RIC .Particularmente el IFNyse ha aplicado en Ia

vacunaciéon contra algunos agentes intracelulares® *°; sin embargo, el costo y la
disponibilidad de citocinas comerciales hacen dificil su utilizacién, por lo que, al ser de

bajo costo, el DLE podria emplearse como una alternativa para inducir una

inmunomodulacién.*
Interferén gama (IFNYy)

El interferdn gamma es una proteina heterodiemérica de 50 kDa producida por las células
asesinas naturales (NK), células dendriticas plasmocitoides, células NKT, linfocitos T
cooperadores 1 (Th1) y linfocitos T citotdxicos (TCD8"); es la citocina caracteristica de la
subpoblacién Thl de los linfocitos cooperadores. El IFN-y activa a los macréfagos para
destruir microorganismos fagocitados, mediante el refuerzo de su funcién microbicida al
estimular la sintesis de intermediarios reactivos del oxigeno y o6xido nitrico. El IFN-y es
también un estimulador en la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad clase |

y Il. Favorece la diferenciacién de los linfocitos TCD4" virgenes en la subpoblacién Thl e
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inhibe la proliferaciéon de los linfocitos Th2. El IFN-y activa los neutréfilos y estimula la
actividad citolitica de las células NK.**

Factor de necrosis tumoral alpha (TNFa)

El factor de necrosis tumoral es una proteina de 51 kilodaltones formado por tres cadenas
polipeptidicas procedentes de la membrana citoplasmdtica ante la accion de una
metaloproteinasa, la principal funcidn biolégica del TNFO consiste en favorecer la
inflamacidn, estimular la atraccién de neutréfilos y monocitos hacia la zona de infeccién y
activar estas células para atacar a los microorganismos mediante: a) la expresidon de
moléculas de adhesidon como selectinas y ligandos de integrinas, en las células del
endotelio vascular para la uniéon y salida de leucocitos. b) estimular a las células
endoteliales y a los macroéfagos para la secrecionde quimiocinas e Interleucina 1.

El TNFa en altas concentraciones actua en el hipotdlamo produciendo fiebre, en los
hepatocitos aumenta la sintesis de proteinas séricas como la proteina A amiloidea séricay
el fibrinégeno, y ocasiona la pérdida de células musculares y adiposas al disminuir la
sintesis de lipoproteina lipasa.

En cantidades muy elevadas (> 10”7 M) genera una condicién de choque al inhibir la
capacidad contractil del miocardio y disminuir la presion arterial, también provoca

trombosis intravascular por la estimulacién en la expresién del factor tisular.



Justificacion

Durante las primeras cuatro semanas del destete, los cerdos se encuentran vulnerables a
sufrir diversas infecciones debido a que su sistema inmunoldgico aun inmaduro no es
capaz de generar una respuesta completamente efectiva. Esto, aunado al estrés post
destete ocasionado por el cambio de alimentacién y jerarquizacidn, eleva la incidencia de
cuadros respiratorios y diarreas; en consecuencia, se incrementa la mortalidad, baja la
produccion y aumentan las pérdidas econdmicas. El DLEp, al ser un inmunomodulador
puede mejorar la respuesta inmune del animal, al aumentar los niveles de citocinas como
el TNFa y el IFNy, que favorecen los procesos inflamatorios y el control de infecciones.

Es compromiso del médico veterinario garantizar que el sector agropecuario sea un
sistema eficiente y productivo, capaz de satisfacer las demandas alimenticias del pais.
Dentro de los rubros que resultan importantes en las explotaciones pecuarias, esta el uso
de tratamientos que permitan la adecuada prevencion de las enfermedades infecciosas y

con ello reducir pérdidas econémicas.

Hipotesis
La aplicacidn intradérmica de siete dosisde DLEpen cerdos, durante las primeras cuatro

semanas del destete, aumentara los niveles delfactor de necrosis tumoral alfa (TNFa), de

interferédn gama (IFNY) y las cuentas leucocitarias, en sangre periférica.
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La aplicaciéon intradérmica de siete dosis de DLEp en cerdos, durante las primeras cuatro
semanas del destete, disminuiran la incidencia de diarreas, tos, exudado nasal y
respiracion abdominal en cerdos, durante este periodo.

La aplicacion intradérmica de siete dosis de DLEp en cerdos, durante las primeras cuatro

semanas del destete, aumentara la ganancia de peso semanal, durante este periodo.

Objetivo general

Demostrar el efecto inmunomodulador del DLEp, mediante la medicion de: IFNy, TNFa y
cuentas leucocitarias en sangre periférica, la incidencia de diarrea, tos y fiebre, asi

como la ganancia de peso semanal en cerdos destetados.

Objetivos particulares

*Obtener DLEp a partir del bazo de un cerdo adulto clinicamente sano, mediante choque
térmico y didlisis.

*Evaluar pardmetros inmunolégicos en lechones (tratados y no tratados con DLEp),
durante las primeras cuatro semanas del destete, mediante la obtencién de muestras
sanguineas para determinar los niveles TNFa, IFNyy cuentas leucocitarias.

*Evaluarel estado clinicoen lechones tratados y no tratados con DLEp durante las primeras
cuatro semanas del destete, mediante la determinacidn diaria de la incidencia de diarrea y

cuadros respiratorios.
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*Evaluar la ganancia de peso y la mortalidad por camada en lechones (tratados y no
tratados con DLEp), durante las primeras cuatro semanas del destete, mediante su

medicidon semanal.

Material y métodos

*Disefo experimental:

El presente estudio consisti6 en un experimento para determinar el efecto
inmunomodulador del DLEp. El analisis de los resultados se hizo por medio de un modelo
completamente aleatorio de un factor (tratamiento: DLEp, 16 repeticiones) con

mediciones repetidas.

*Obtencion de DLEp.

a) Obtencion del bazo:
EL DLEp fue obtenido a partir del bazo deuna cerda adulta clinicamente sana, de
tercer parto, 173 Kg de peso, destinada al sacrificio mediante choque eléctrico y
desangrado, en el centro de ensefianza, investigacion y extensiéon en produccién
porcina (CEIEPP) FMVZ. UNAM. La obtencidn del érganose llevd a cabo en el en el
area de faenado donde se realizaron los siguientes pasos:

¢ Desinfeccion del area con hipoclorito de sodio al 1%

¢ Incision sobre la linea media de aproximadamente 25 cm iniciando en el

proceso xifoides en direccién caudal.
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* Flameado de la incision
* Extraccion del rgano con material estéril.

* Colocacion del érgano en una bolsa de plastico estéril y en refrigeracion.

El bazo extraido pesé 310 gramos y se sometid a un proceso de extraccién del
parénquima, para el cual se quema la capsula y capa superficial del tejido con una
espatula calentada en un mechero, con la finalidad de evitar al maximo la
contaminacidon microbiana. De este procedimiento se obtuvieron 151 gramos de
parénquima que se colocaron en solucidén salina isoténica de cloruro de sodio al
0.9% estéril y se congelaron a -20°C, en un vaso de precipitados previamente
horneado a 300 °C por dos horas.

b) Dializado:

El proceso de Dializado del DLEp se llevd a cabo en la planta piloto del Proyecto
Factor de Transferencia de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto
Politécnico Nacional, donde el parénquima extraido se maceré con una malla de
aluminio con 30 mL de solucién salina isoténica de cloruro de sodio al 0.9% El
macerado se sometié a 10 ciclos de congelacidn-descongelacién y se dializo, por
centrifugacion a 5000 gravedades, en tubos Amicon® ultra con corte de 10 kDa. El
dializado se esterilizé por filtracién en membrana de 0.22 micras y se almacend en

frascos de 3 mL.
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c) Cuantificacion de proteinas:

La cuantificacién de proteinas se hizo utilizando un estuche comercial por el
micrométodo del 4cido Bicinconinico (BCA) (Pierce ™) siguiendo las instrucciones
del fabricante; por este método se pueden detectar concentraciones de 0.5-20
Hg/ml.

El método sefiala el uso de una placa de 96 pozos, en donde se combinan 150 pL
de la muestra por triplicado con un volumen igual de la mezcla de reactivos de
BCA. Posteriormente, se incuba a 37°C durante 2 horas y se lee la absorbancia de la
reaccion a 570 nm en un lector de ELISA. El valor de las lecturas se correlaciona en
una curva estandar de calibracién con una soluciéon de albumina sérica bovina
(BSA). Se procedié a envasar los extractos a una concentracion de 500ug/2m|42.

d) Control de calidad:

Se determind que el producto se encontraba libre de endotoxinas bacterianas por
el método de lisado de amebocitos de Limulus (LAL)*. Ver anexo 1

Se realizé un barrido espectrofotométrico UV, en un intervalo de 200 a 350 nm,
para conocer la huella espectral del DLEp. Esta obtuvo un pico mdaximo de
absorbancia entre los 240 y 260 nm. Ver anexo 2

e) Liofilizacion:

Una vez envasados en liquido, se llevd a cabo su liofilizaciéon en el Laboratorio de
Virologia del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ, UNAM.

Para ello, los frascos se congelaron a -78 °C durante 24 hrs, después se trasladaron
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en hielo seco a la liofilizadora LABCONCO Free Zone 2.5 donde se liofilizé a -0.5
atmosferas durante 16 horas.

Se obtuvieron frascos con un concentracién de 500 microgramos de DLEp los
cuales se reconstituyeron en 0.5 mL de solucién salina isotdnica de cloruro de

sodio al 0.9% para su aplicacion.

Extraccion del
bazo

A 4

Procesamiento del 6rgano
(obtenciéndel parénquima)

v
s B

Dializado (10 KD)

A 4

~
Cuantificacion de Estandarizacion Control de Liofilizaciéon

proteinas (BCA) a 500 pg/ml calidad -0.5atm

Figura 3. Flujograma en la elaboracidn del DLEp

*Ubicacioén espacio-tiempo:

El estudio se llevd a cabo en el centro de ensefianza investigacién y extension en
produccion porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM, el cual tuvo inicio el sdbado 25 de enero del 2011 y concluyd el miércoles 23 de
febrero del 2011. La evaluacién de pardametros inmunoldgicos se realizd en los
laboratorios de Patologia Clinica del Departamento de patologia y en el laboratorio de

Virologia del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ, UNAM.
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Parametros productivos de la granja

Es una granja con un sistema de crianza intensivo de ciclo completo que cuenta con un
inventario de 144 cerdas en produccion y 29 sementales. Sus pardmetros de mortalidad
en el destete son aceptables, con un indice menor al 1.3 % en el periodo que comprendio
el estudio. En el Anexo 3, se muestran losdetalles de los parametros productivos.

En estudios seroldgicos la granja se encuentra negativa a Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino, Leptospira spp, Gastroenteritis Transmisible de los lechones,
Rubula Virus Porcino, enfermedad de Aujesky, Actinobacilus pleuropneumoniae,
Haemophilus parasuis, Mycoplasma Hyopneumoniae y Streptococcus suis tipo 2, aunque
es positiva a Influenza porcina, Parvovirus porcino, Erisipela, rinitis atréfica y ascaris
suum.

Calendario de vacunacion de las cerdas en produccion

15 dias antes del parto se vacunan con la vacuna triple (parvovirus porcino, Leptospira y
Erisipela) y 18 -20 dias después del servicio se vacunan con influenza porcina.

*Grupos de estudio:

Se tomé como objeto de estudio a cuatro camadas de lechones York- Landrace
procedentes de cerdas en produccién del Centro de Ensefianza Investigacion y Extensién
en Producciéon Porcina (CEIEPP, FMVZ- UNAM), con identificacién 814 (52 parto), 884 (3¢
parto), 849 (42 parto), 873 (32 parto), programadas a parir el mismo dia (5 enero del

2011).
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El criterio de inclusidn se basé en la disponibilidad y el tamafio de la camada cumpliendo
con los siguientes puntos:

a) Lechones de la misma edad

b) Camada de 12 individuos
El criterio de exclusién fue la muerte del sujeto
A los 12 animales de cada camada se les dividid en tres grupos de cuatro animales (A, B,
C). El grupo A recibié una dosis alta de DLEp (0.5ml/animal en la etapa uno, y 1ml en la
etapa dos); el grupo B recibié una dosis baja de DLEp (0.1ml/animal en la etapa uno, y
0.2ml en la etapa dos); el grupo C fue de control, recibiendo solucién salina isoténica de
cloruro de sodio al 0.9% (0.5ml/animalen la etapa uno, y 1ml en la etapa dos) a cada uno
de los animales se les identific6 mediante un arete pldstico donde se indicé camada,

grupo de tratamiento y nimero de animal.

CAM 1 J CAM 2 J CAM 3 J CAM 4 J

Sorteo aleatorio >

Grupo A (16)

Grupo B (16)

Figura 4.Formacion de los grupos de estudio.
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*Tratamiento y toma de muestras:

A los grupos tratados se les aplicaron 7 dosis de DLEp, en dos etapas: a) etapa uno: 5
inoculaciones en intervalos de 3 dias; b) etapa dos: 2 inoculaciones en intervalos de 8 dias.
Todas ellas por via intradérmica (ID) en la regién de la tabla del cuello. A todos los grupos
se les realizaron 3 muestreos sanguineos de 7 ml, con la técnica de la vena cava anterior:
1) Antes de comenzar los manejos (dia 21 de edad); 2) Al final de la etapa 1 (dia 34 de
edad); 3) al final de la etapa 2 (dia 50 de edad), para obtener suero y sangre completa
para la deteccidn de IFNy, TNFa y el conteo de poblaciones leucocitarias, segin se

muestra en el cronograma siguiente:

Manejo en dias de edad de los animales.
Dia 21: 12 inoculacién DLEp (tratados) y SSI (testigo), \
12 toma de muestras sanguineas.

Dia 24: 22 inoculacion DLEp (tratados) y SSI (testigo).

> Etapa 1l
Dia 27: 32 inoculacién DLEp (tratados) y SSI (testigo).
Dia 30: 42 inoculacién DLEp (tratados y SSI (testigo).
Dia 33: 52 inoculacion DLEp (tratados y SSI (testigo). J
Dia 34: 22 toma de muestras sanguineas )
Dia 41: 62 inoculacion DLEp (tratados) y SSI (testigo). > Etapa 2

Dia 49: 72 inoculacién DLEp (tratados y SSI (testigo).

Dia 50: 32 toma de muestras sanguineas. 7/
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Etapa 1l Etapa 2

A

v
A
v

12TMS a2 32 42 52 a2 62 72 32
12 Inoc. Inoc. Inoc. Inoc. TMS Inoc. Inoc. TMS
Inoc. DLE DLE DLE DLE DLE DLE
DLE
L | ] ] L1 l [ N
21 24 27 30 33 34 41 49 50 Dias de edad

Figura 5 Linea del tiempo de manejos en dias de edad. TMS: toma de muestra sanguinea.

Cuadro 1.Dosis de DLEp aproximadas por etapa y grupo

Etapa 1, Dosis Etapa 2, Dosis
Grupo | n (1-52 inoc. 21-32 dias de edad) (6,72 inoc. 33-49 dias de edad)
500 pg/animal 1000 pg/animal
A8 (~72.48yg/kg) (~81.8 g/ke)
100 pg/animal 200 pg/ animal
B 16
(~14.25ug/kg) (~19.6pg/kg)
C 16 0.5 ml SSI NaCl 0.9% 1ml SSI NaCl 0.9%

~: Aproximadamente

*Condiciones Ambientales:
En la granja se cuenta con un sistema de corraletas elevadas de 5.25 m? teniendo 0.437

m> por animal, se colocd cada camada en una corraleta distinta, el drea de destete cuenta
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concalentadores de gas para mantener la temperatura de la caseta en 27°C. Los lechones
recibieron durante el periodo del estudio, alimento comercial iniciador etapa dos de la

marca nupig®, tres veces al dia.

*Métodos de evaluacion:

l. Evaluacion de parametros inmunolégicos:

A las muestras sanguineas con anticoagulante se les realizd el conteo y determinaciéon de
poblaciones leucocitarias (plaguetas, leucocitos totales, neutrdéfilos, linfocitos vy
eosindfilos.) El suero obtenido de los tubos sin anticoagulante se utilizd para detectar la
concentracidn de IFNy y TNFa mediante pruebas de ELISA de captura con los estuches
comerciales: invitrogen C#KSC4022 einvitrogen CH# KCS3012, siguiendo las instrucciones

del fabricante.

[l. Evaluacion del estado clinico:

El estado clinico fue evaluado diariamente durante el tiempo del estudio, para poder
determinar la incidencia de fiebre, cuadros respiratorios (presencia de tos, respiracion
abdominal y exudado nasal) y diarrea (observacion perianal y estimulacidon en la regidn
lumbar), la informacidn se llevo en el registro que se muestra en el anexo 4.

Los animales que no resolvian el cuadro diarréico o respiratorio al tercer dia fueron

tratados con gentamicina (4 mg/kg) o enrofloxacina (2.5 mg/kg) respectivamente.
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lIl. Evaluacion del peso:

El peso corporal individual de los animales, fue medido los lunes de cada semana
acumulando cinco mediciones y registrdandose en el formato que se muestra en el

anexo 5.

Resultados

Analisis de los datos:

El analisis de las variables cuantitativas se realizé de manera descriptiva para obtener
estimadores de: nimero de observaciones, promedios, error estandar de la media e
intervalo de confianza de 95% para media; asimismo se determind que las variables:
cuentas plaquetarias, linfocitos, interferén gamma y peso corporal se distribuyeron
normalmente por medio de la prueba de bondad de ajuste Shapiro-Wilk por fecha de
muestreo considerando que en las distintas fechas pudiera modificar los resultados, a las
gue se realizd el andlisis de varianza multivariado (MANOVA) vya que los grupos fueron
observados en tres tiempos diferentes. Para este analisis se consideré como criterio de
decision estadistica la lambda de Wilks (A) con la aproximacién F y a= 0.05 como nivel de
significacidn estadistico. En el caso del interferén gamma donde sélo fueron detectados
valores en el tercer muestreo, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor
entre los tratamientos, y la correspondiente prueba de comparacion de promedios de
Dunnett. Las variables leucocitos totales, neutréfilos y factor de necrosis tumoral no se

distribuyeron normalmente, por lo que para poder realizar el analisis paramétrico
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correspondiente fueron transformadas por la funcién Box-Cox, obteniendo con ello su
distribucién normal. Las variables: monocitos y eosindfilos, que ni mediante esta
transformaciéon se comportaron normalmente, los estimadores descriptivos fueron:
numero de observaciones, el valor minimo, maximo y mediana. El efecto del tratamiento
para dichas variables fue analizado por medio de contraste no paramétrico de la suma

de rangos Willcoxon/Kruskal/Wallis con aproximaciéon Ji cuadrada (/Yz) y nivel de

significacion a=0.05.
Para el andlisis de la frecuencia de signologia respiratoria, presencia de diarrea y fiebre se

g . . 2 .
utilizaron tablas de contingencia con la prueba de X de Pearson para determinar la

posible relacién entre el acumulado en la incidencia casos y tratamientos.
En los cuadros de resultados se observan datos faltantes produciendo variaciones en las
muestras (n); ésto es debido a condiciones de la muestra que impidieron obtener

resultados en el laboratorio.

| Evaluacion de parametros inmunoldgicos

Correspondiente al estudio de las variables: plaguetas, cuentas leucocitarias (leucocitos
totales, neutroéfilos, linfocitos, monocitos, eosinéfilos), concentracion de interferdn

gamma y factor de necrosis tumoral alpha.
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Plaguetas

En el andlisis de la cuenta de plaquetas, no se observé diferencia significativa debida a la
interaccidon tratamiento* fecha de muestreo (A=0.9314, F 4 115 = 1.068, P=0.3758).
Tampoco se observé dicha diferencia entre tratamientos (F , ¢ = 0.78, P=0.463),
mientras que la cuenta de plaquetas fue diferente entre las fechas de muestreo (F;, so
=6.766, P=0.0023).

Cuadro 2. Estadistica descriptiva plaguetas

Tratamiento Muestreo n Promedio 10°L™ EEM IC95%
Dosis alta 1 16 573.81 42.46 664.32, 483.30
2 7 466.42 35.44 553.16, 379.69
3 15 526.93 24.63 579.76, 474.09
Dosis baja 1 10 527.4 48.82 637.85, 416.94
2 7 455.57 51.29 581.09, 330.05
3 15 455.13 37.17 534.87, 375.39
Grupo testigo 1 16 543.68 33.56 615.23,472.14
2 7 448 40.98 548.27, 347.72
3 12 442.08 39.56 529.16, 354.99
n: tamafio de la muestra, EEM: Error estandar de la media, IC 95%: Intervalo de confianza del 95% de la
media.
600
~'-.'_T 580
& 560 ]
< 540 AN
T 520 ™
E 500 L - Dosis alta
3 480 —— Dosis baja
% 460 .
3 440 1 - Testigo
3 420
400
| 21 34 50
Edad en dias

Figura 6. Cuenta de pIaquetas(lOQL'l) en sangre en cerdos York-Landracea tres dosis de DLEp,
las barras verticales corresponden a un error estandar del promedio.
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Leucocitos totales

En el analisis de la cuenta de leucocitos totales, no se observd diferencia significativa

debida a la interaccion tratamiento* fecha de muestreo (A=0.9405, F 4 176 = 1.370,

P=0.2461). Tampoco se observé dicha diferencia entre tratamientos (F , g9 = 0.117,
P=0.899), mientras que la cuenta de leucocitos fue diferente entre las fechas de muestreo

(F 2, 8s=6587.13, P<.0001).

Cuadro 3. Estadistica descriptiva leucocitos totales

Tratamiento Muestreo n  Promedio EEM IC 95% transformacion box-cox
10°L"

Dosis alta 1 16 9.94 0.658  11.34,854  (("1°M")%%)-1)/-0.0152
2 16 14.31 0.747 15.90, 12.71 Log( ("2° M")) * 14.3854

3 16  17.56 0.793  19.26,15.87  (("3°M")°%-1)/-0.006

Dosis baja 1 16 8.36 0.442 9.30,7.42  (("1°M")°%)-1)/-0.0152
2 16 15.11 0.664 16.42, 13.70  Log(("2°M")) * 14.3854

3 15  20.39 1.359  23.30,17.47  (("3°M")*%-1)/-0.006

Grupo 1 16 9.62 0.692  11.10,8.14  (("1°M")°%)-1)/-0.0152
testigo 2 15  14.60 0.915  16.56,12.64  Log(("2°M")) * 14.3854

3 14  18.02 1.147  20.50,15.54  (("3°M") ®%)-1)/-0.006

n: tamafio de la muestra, EEM: Error estandar de la media, IC 95%: Intervalo de confianza del 95% de |a
media, Box-cox: Funcién para transformacion de la variable a la normalidad, M: muestreo.

30

25

. VJ—:
15 M Dosis alta

leucocitos totales promedio

z =
= 10 b Dosis baja
/ Testigo
5
0
21 34 50

Edad en dias

Figura 7. Cuenta de leucocitos totales (10°L™) en sangre en cerdos York-Landrace a tres dosis de
DLEp, las barras verticales corresponden a un error estandar del promedio
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Neutrofilos

En el andlisis de la cuenta de neutrdfilos, no se observé diferencia significativa debida a la

interaccion tratamiento* fecha de muestreo (A=0.9682, F 4, 164

Tampoco se observd dicha diferencia entre tratamientos (F ;, s3

0.6671, P=0.6157).

0.1425, P=0.8674),

mientras que la cuenta de neutrdfilos fue diferente entre las fechas de muestreo (F

82=1118.38, P<.0001).

Cuadro 4. Estadistica descriptiva neutréfilos

Tratamiento Muestreo n  Promedio EEM IC95% Transformacién Box-Cox
10°L"

Dosis alta 1 16 4.46 0.636 5.81,3.10 (("1°M")°%)-1)/-0.0152
2 16 6.1 0.378 6.90,5.29 Log( ("2° M")) * 14.3854

3 15 5.19 0.393 6.03,4.34 (("3°M") %) -1)/-0.0069

Dosis baja 1 14 3.40 0.276  4.0,2.80 (("1°M")°%)-1)/-0.0152
2 16 6.29 0.534 7.43,5.15 Log( ("2° M")) * 14.3854

3 14 6.86 1.204 9.46,4.26 (("3°M") ®%) - 1)/-0.0069

Grupo 1 16 4.11 0.589 5.36,2.85 (("1°M")%%)-1)/-0.0152
testigo 2 15 6.65 0.588 7.91,5.39 Log( ("2° M")) * 14.3854

3 12 5.66 0.703 7.21,4.11 (("3°M") *%) -1)/-0.0069

n: tamafio de la muestra, EEM: Error estandar de la media, IC 95%: Intervalo de confianza del 95% de la
media, Box-cox: Funcion para transformacién de la variable a la normalidad, M: muestreo.

8
“, 7.5
g v I
© 6.5 o
el
g ° T I .
o 55 Dosis alta
e 5 // = \
38 a5 // Dosis baja
© 4 / Testigo
+— /
g 35 1

3

21 34 50
Edad en dias

Figura 8. Cuenta de neutréfilos(logL'l) en sangre en cerdos York-Landracea tres dosis de DLEp,
las barras verticales corresponden a un error estandar del promedio
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Linfocitos

En el andlisis de la cuenta de linfocitos, no se observo diferencia significativa debida a la
interaccidon tratamiento* fecha de muestreo (A=0.9322, F 4, ;5 = 0.6786, P=0.6089).
Tampoco se observé dicha diferencia entre tratamientos (F ;, 39 = 0.7637, P=0.4728),
mientras que la cuenta de linfocitos fue diferente entre las fechas de muestreo (F ;

35=56.6648, P<.0001).

Cuadro 5. Estadistica descriptiva linfocitos

Tratamiento Muestreo n Promedio 10°L* EEM IC 95%
Dosis alta 1 16 4.97 0.299 5.61, 4.33
2 16 7.37 0.708 8.88, 5.86
3 16 11.47 0.809 13.20,9.74
Dosis baja 1 13 4.86 0.392 5.72,4.01
2 16 8.01 0.743 9.72, 6.55
3 15 12.46 0.990 14.59, 10.34
Grupo testigo 1 16 5.25 0.266 5.82, 4.68
2 15 7.29 0.503 8.37,6.21
3 14 12.38 1.420 15.45,9.31
n: tamafio de la muestra, EEM: Error estandar de la media, IC 95%: Intervalo de confianza del 95% de la
media
16
- 14
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g 10 T I Dosis alta
g_ 3 / Dosis baja
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é
4
21 34 50
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Figura 9. Cuenta de linfocitos en sangre(lOQL'l) en cerdos York-Landrace a tres dosis de DLEp,
las barras verticales corresponden a un error estandar del promedio
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Monocitos

En el andlisis de la cuenta de monocitos no se observé diferencia estadistica significativa

para el efecto de tratamiento por medio de contraste no paramétrico de la suma de

2 2
rangos en ninguno de los tres muestreos (X;=1.2243, P=0.5422), (X,=0.2405, P=0.8867), (
2
X.=3.5866, P=0.1664) respectivamente.

Cuadro 6. Estadistica descriptiva monocitos

Tratamiento Muestreo n min10°L* max10°L* medianal0°L™
Dosis alta 1 16 0 0.8 0.4
2 16 0 0.8 0.35
3 16 0.2 1.6 0.4
Dosis baja 1 14 0.1 0.8 0.25
2 16 0 1.2 0.4
3 15 0 1.9 0.3
Grupo testigo 1 16 0 0.7 0.25
2 15 0 1.6 0.3
3 14 0 0.8 0.3

n: tamafio de la muestra, min: valor minimo, max: valor maximo.

0.7
0.65
0.6
0.55 //
045 T e T Dosis alta
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o
w

0.25

o
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monocitos promedio (10°L

21 34 50
Edad en dias

Figura 10. Cuenta de monocitos en sangre (10°L™)en cerdos York-Landrace a tres dosis de DLEp,
las barras verticales corresponden a un error estandar del promedio
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Eosindfilos
En el analisis de la cuenta de eosindfilos, no se observd diferencia estadistica significativa

para el efecto de tratamiento por medio de contraste no paramétrico de la suma de

2 2
rangos en ninguno de los tres muestreos (X>=0.5776, P=0.7492), ( X>=2.8826, P=0.2366), (
2
X.=2.3177, P=0.3138) respectivamente.

Cuadro 7. Estadistica descriptiva eosinoéfilos

Tratamiento Muestreo n min10°L™ max10°L™ medianal0°L”
Dosis alta 1 16 0 0.6 0.1
2 16 0 0.5 0.35
3 16 0 1.5 0.3
Dosis baja 1 14 0 0.2 0.1
2 13 0 0.4 0.2
3 15 0 0.9 0.2
Grupo testigo 1 16 0 0.3 0.1
2 15 0 0.6 0.2
3 14 0 0.3 0.2

n: tamafio de la muestra, min: valor minimo, max: valor maximo.

0.500
0.400

0.300 J/\
0.200 /4/%\$

£ / 1 Testigo
0.100

i

21 34 50
Edad en dias

Dosis alta

Dosis baja

eosindfilos promedio (10°L1)

0.000

Figura 11. Cuenta de eosindfilos en sangre(lOQL'l) en cerdos York-Landrace a tres dosis de DLEp,
las barras verticales corresponden a un error estandar del promedio
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Interferén gamma

En el andlisis de la concentracidn sérica de IFNy, se observd diferencia significativa para el

efecto de tratamiento, por medio de el método de Dunnett para el analisis de varianza

con grupo de control, (d=2.288, a=0.05, P=0.003). Los valores correspondientes a los

muestreos 1y 2 fueron inferiores a los que puede detectar la prueba, por lo cual no se

incluyeron en el cuadro de estadistica descriptiva.

Cuadro 8. Estadistica descriptiva IFNy

Tratamiento Muestreo n Promedio EEM IC95%
pg/mL
Dosis alta 3 14 437.15 45.19 534.8,339.5
Dosis baja 3 16 208.84 47.05 309.1, 108.5
Grupo 3 15 223.65 36.45 301.8,145.4
testigo

n: tamafio de la muestra, EEM: Error estandar de la media, IC 95%: Intervalo de confianza del 95% de la

media, pg/mL: picogramos por mililitro.
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Figura 12. Concentracion de IFNy sérico (pg/ml) en cerdos York-Landrace a tres dosis de DLEp,

tercer muestreo, los puntos indican los valores de IFNy de cada tratamiento, los diagramas de

caja, la distribucién, y los circulos la comparacion de los promedios por Dunnette.
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Factor de necrosis tumoral alpha

En el andlisis de la concentraciéon de TNFd, se observé diferencia significativa debida a la
interaccion tratamiento* fecha de muestreo (A=0.7009, F 4 7, = 3.4995, P=0.0114), asi
como entre los muestreos (F, 3=2031.96, P<0.0001), mas no entre tratamientos (Fs,
37=0.1522, P=0.0727).

Cuadro 9. Estadistica descriptiva TNFa

Tratamiento Muestreo n Promedio EEM IC 95% Formula Box-Cox
pg/mL
Dosis alta 1 14 98.57  10.74 121.79,75.36 (("1°M")%%)-1)/-0.0152
2 16 85.18 7.20 100.53, 69.83 Log( ("2° M")) * 14.3854
3 14 131.90 6.10 145.09,118.71 (("3°M")**-1)/-0.0069
Dosis baja 1 14 76.05 9.25 96.05, 56.04 (("1°M")°%)-1)/-0.0152
2 16 75.21 5.36 86.65, 63.78 Log( ("2° M")) * 14.3854
3 13 156.54 7.53  172.96,140.12 (("3°M") ®%-1)/-0.0069
Grupo 1 16 173.86 20.18 216.88,130.85 (("1°M")*%)-1)/-0.0152
testigo
2 15 114.68 13.58 143.81, 85.5 Log( ("2° M")) * 14.3854
3 14 150.60 5.57 162.54,138.5 (("3°M") %% -1)/-0.0069

n: tamafio de la muestra, EEM: Error estandar de la media, IC 95%: Intervalo de confianza del 95% de |a
media, Box-cox: Funcidn para transformacioén de la variable a la normalidad, pg/mL: picogramos por mililitro,
M: muestreo.
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Figura 13. Niveles séricos de TNFa (pg/ml) en cerdos York-Landrace, las barras verticales
corresponden a un error estandar del promedio.
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Il Evaluacion del estado clinico

Correspondiente al anadlisis de las variables: incidencia de signologia respiratoria,

incidencia de diarrea e incidencia de fiebre.

Signos respiratorios

Con los datos observados no encontramos evidencia suficiente de que la signologia

2
respiratoria esté asociada con los tratamientos, esto mediante la prueba de X Pearson

2
(R’=0.0098, X,=0.582, P=0.747).
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Figura 14. Frecuencia acumuladade signologia respiratoria por tratamiento, en cerdos destetados

York-Landrace.sr: sin presencia de signos respiratorios, r: presencia de signos respiratorios.
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Figura 15. Incidencia,por dias de edad, de cuadros respiratorios por tratamiento en cerdos York-
Landrace a dos diferentes dosis de DLEp.
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Diarrea

Con los datos observados no encontramos evidencia suficiente de que la signologia

2
diarreica esté asociada con los tratamientos, esto mediante la prueba de X Pearson

2
(R?=0.0115, X,=0.729, P=0.6947).
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Figura 16. Porcentaje en la incidencia acumulada de diarrea en cerdos destetados York-
Landrace,por tratamiento. sd: sin presencia de diarrea, d: presencia de diarrea.
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Figura 17. Incidencia de diarrea, por dias de edad, en cerdos York-Landrace tratados a dos

diferentes dosis de DLEp
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Fiebre

Con los datos observados no encontramos evidencia suficiente de que la signologia febril

2
esté asociada con los tratamientos, esto mediante la prueba de X Pearson (R’=0.0341,

2
X.=2.133, P=0.3442).
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Figura 18.Porcentaje en la incidencia acumulada de fiebre, en cerdos destetados York-Landrace,
por tratamiento. sf: sin presencia de fiebre, f: presencia de fiebre, tx: tratamientos
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Figura 19. Incidencia de fiebre, por dias de edad, en cerdos York-Landrace tratados a dos
diferentes dosis de DLEp
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Al dia 34 de edad, muridé un integrante del grupo testigo (arete 2C3). En la necropsia se
encontré un cuadro de gastroenteritis hemorragica sobre aguda y ulceras orales, el
patélogo sefialé una posible inmunodeficiencia de origen desconocido. Se tomd una
muestra de bazo para observacién histopatoldgica, donde se vié una atrofia esplénica con
despoblacion linfoide marcada.
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[l Evaluacion del peso

En el andlisis del peso corporal, no se observé diferencia significativa debida a la
interacciéon tratamiento* fecha de medicién (A=0.8620, F g g, = 0.7897, P=0.6131).
Tampoco se observé dicha diferencia entre tratamientos (F ; 44 = 0.8792, P=0.4223),
mientras que el peso corporal fue diferente entre las fechas de medicion (F 4 41=352.1889,
P<0.0001).

Cuadro 10. Estadistica descriptiva de la ganancia de peso corporal

Tratamiento Medicidn n Promedio kg EEM IC95%
Dosis alta 1 16 5.85 0.223 6.32,5.37
2 16 6.31 0.269 6.88,5.73
3 16 7.83 0.304 8.47,7.18
4 16 10.35 0.367 11.13,9.57
5 16 14 0.516 15.10, 12.89
Dosis baja 1 16 6.26 0.227 6.75,5.77
2 16 6.69 0.210 7.14,6.24
3 16 8.51 0.311 9.18,7.85
4 16 11.11 0.454 12.08, 10.14
5 16 14.78 0.553 15.96, 13.60
Grupo control 1 16 5.89 0.309 6.54,5.23
2 16 6.28 0.261 6.84,5.73
3 15 7.96 0.326 8.66, 7.25
4 15 10.44 0.466 11.44,9.43
5 15 14.3 0.575 15.53, 13.06

n: tamafio de la muestra, EEM: Error estandar de la media, IC 95%: Intervalo de confianza del 95% de la
media.
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Figura 20. Promedios de peso corporal en cerdos York-Landrace tratados a dos diferentes dosis
de DLEp. Las barras verticales corresponden a un error estandar de la media.

Discusion

Los resultados del presente estudio, en el que se evalud la respuesta inmunoldgica de
cerdos destetados de 21 a 50 dias de edad, tratados con siete dosis de extractos
dializables porcinos por via intradérmica, demostraron que la dosis alta (72.5 pg/kg — 81.8
pg/kg) aumento significativamente la concentracién de interferén gamma sérico con
respecto del grupo testigo.

En la literatura se encuentra que los extractos leucocitarios dializables estimulan tanto in
vitro como in vivo la produccion de IFNy e Interleucina 2, esta estimulacidén viene
acompafiada de concentraciones bajas de interleucina 4 2> 2.

Los hallazgos en la investigacion del DLE, demuestran que éste estimula una

23 4 | 0s resultados de este estudio
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concuerdan con esta premisa, pues observamos una modulacién significativa de
interferén gamma en el suero sanguineo. Se sabe que la produccién de IFNy es llevada a
cabo por las células NK, células NKT, células dendriticas plasmocitoides, los linfocitos Thl
y linfocitos TCD8"*!. Se ha encontrado que el DLE posee la caracteristica de estimular

TLR 2 *. Este receptor puede activarse por diversos componentes microbianos vy
desencadenar la sintesis de citocinas entre las que destacan: IL1, IL6, TNFO e IL12, esta
ultima tiene la capacidad de estimular a las células NK y linfocitos Th1 para la produccién
de IFNy46. Es posible pensar que el DLEp utilizado en este trabajo, tuvo la capacidad de
estimular por la via de TLRs. Sin embargo, se sabe que el DLE tiene un efecto antigeno
especifico, por lo que también podria pensarse que el aumento en los niveles de IFNy, sea

atribuible a la memoria inmunolégica del animal del que procede el bazo.

Para poder conocer la ruta de produccion del IFNy seria necesario observar en futuros
estudios, el comportamiento de las distintas poblaciones celulares y su relacién con la
estimulacién de receptores celulares y la transferencia de inmunidad celular.

Analizando los resultados de incidencias de signos respiratorios (figura 10) observamos
que el aumento de IFNY se presenta después de registrarse un incremento en los cuadros
respiratorios. Lo anterior podria sugerir que en este periodo del experimento, los animales
estuvieron expuestos a una estimulacién antigénica, que coincide con el decremento de la
inmunidad pasiva obtenida del calostro. Lo anteriorpodria ser un factor determinante en
la sintesis de INFy, ya que sabemos que la estimulacidn antigénica en conjunto con el

40 22

extracto leucocitario dializable puede inducir una respuesta de tipo Th1™ ““. Este hallazgo
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podria ser relevante en granjas dénde la presencia de enfermedades infecciosas sea alta, y
el aumento significativo del IFNY pudiera jugar un papel relevante en el control de dichas
infecciones. Cabe destacar que el experimento realizado en este trabajo se hizo en una
granja con buenas medidas de bioseguridad y poca incidencia de enfermedades
infecciosas, debido a que se trataba de un estudio piloto que pudiera orientarnos sobre
los efectos moduladores del DLEp. Esta informacidon puede ayudar a establecer las
decisiones para hacer los protocolos de tratamiento en cerdos destetados.

Con respecto a TNF alfa, no se pudo demostrar ninguna modulacion al estimular a los
animales con el DLEp. Otros estudios realizados in vitro con células mononucleares de
sangre periférica humana estimuladas con DLE bovino han logrado aumentar niveles de
TNFa*. Sin embargo, las condiciones en un animal no pueden ser tan controladas, lo que
podria explicar que en este estudio no se encontrara esta modulacién. Revisando los
resultados de los niveles de esta citocina en suero (figura 8), podemos observar que en el
primer muestreo, el grupo testigo presentd un aumento en ésta, lo cual no era de
esperarse pues cuando se realizo, todos los grupos estaban bajo las mismas condiciones
experimentales (sin tratamiento alguno). Una explicacién a lo anterior puede ser que el
TNFa tiene un efecto pro inflamatorio, por lo que diversas condiciones, incluso algun
traumatismo podrian haber aumentado los niveles de esta citocina en algunos cerdos. Por
lo anterior, creemos que ésta no es un buen indicador de modulacién en estudios in vivo.
En los resultados del presente proyecto, no se encontré diferencia significativa en las
cuentas leucocitarias de cerdos de 21 a 50 dias de edad clinicamente sanos, tratados con

siete dosis de DLEp por via intradérmica, en comparacién con el grupo de control.
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Lo anterior difiere de lo reportado por Vacek, quien demuestra que los extractos
leucocitarios dializables potencializan la proliferacion de células hematopoyéticas
progenitoras de granulocitos y macroéfagos, al estimularlas en presencia de factor
estimulador de colonias de granulocitos humano (G-CSF) y el aumento de cuentas
celulares de aspirado de la medula dsea en ratones irradiados con rayos gamma®’.
Comparando este estudio con los resultados del presente trabajo, podemos pensar que la
estimulacién del DLE para aumentar las cuentas leucocitarias, se lleva a cabo en presencia
de otros estimuladores de colonias o cuando hay situaciones que disminuyen los conteos
leucocitarios, condicién que en este estudio no se cumple. En este sentido, es importante
sefialar que si bien la literatura menciona una ventana inmunoldgica y periodo de
susceptibilidad al destete,® * ® los hallazgos del presente trabajo no coinciden con estos
reportes; particularmente con lo descrito por Gonzadlez Vega, quien demuestra una
disminucién linfocitaria durante la cuarta y quinta semana de edad en los cerdos
destetados, misma que en este estudio no se observé. Lo anterior sugiere que debe haber
otros factores que desencadenen las patologias asociadas al destete.

Con respecto al estado clinico, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos, lo cual podria explicarse por que en la granja hay una baja presencia de
enfermedades en relacién a otras explotaciones porcinas. Lo anterior se sustenta en el
hecho de que la incidencia, tanto de signos respiratorios como de diarreas y fiebre a lo
largo del experimento, fueron muy bajas. Como se menciond anteriormente, los estudios
en donde se demuestra una disminucién en pardmetros clinicos se han hecho con
animales infectados experimentalmente. Esto sugiere la necesidad de repetir este estudio
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en granjas con problemas importantes de salud o en algin modelo experimental con
cerdos desafiados con un microorganismo.

Diversos estudios han demostrado que el DLE induce una inmunomodulacién en animales
estimulados antigénicamente, ya sea con una vacuna o un microorganismo”. EL presente
trabajo realizé un estudio en el que los animales no fueron expuestos a ningun antigeno
en forma controlada y demostrd que aun en estas condiciones el DLEp tiene una accién
inmunomoduladora. Estudios realizados en individuos sanos, demostraron que el DLE no
altera sus pardmetros clinicos normales pero que estimula poblaciones de linfocitos T
cooperadores y de células NKT.*

La ganancia de peso no fue estadisticamente significativa entre los grupos tratados vy el
testigo, lo anterior se explica por el hecho de que no hubo animales cuya signologia

comprometiera su desempefio productivo.
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Conclusiones

La aplicacidn de siete dosis de DLEp por via intradérmica en cerdos destetados aumenté
significativamente la concentracion de IFNy en el suero sanguineo.

La aplicacién de siete dosis de DLEp por via intradérmica en cerdos destetados no
aumenta significativamente las cuentas leucocitarias ni la concentracién de TNFa.

La medicidon de TNFa no representd un estimador de la respuesta inmune confiable para
estudios in vivo.

Se observé la Inmunomodulacién producida por el DLEp aun en condiciones donde no se
administran antigenos en forma controlada.

La aplicacién de siete dosis de DLEp por via intradérmica en cerdos destetados no produjo
una diferencia significativa en la incidencia de cuadros respiratorios y diarréicos, ni una

modificacidn en las ganancias de peso de los cerdos destetados.
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Anexos

Anexo 1. Resultados de la prueba de endotoxinas bacterianas por la prueba

de limulus
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Anexo 2. Huella espectrofotométrica UV del DLEp elaborado de bazo de

cerda York-Landrace de tercer parto
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Anexo 3. Detalles de pardmetros productivos de la granja

Detalles del Servicio

Servicios totales: 92
Retorno a servicios: (%) 8 (8.7%)
Total Montas: 194

Montas/Servicio: 2.1

Detalles del parto

Partos: 95

Total nacidos/camada: 1186 (12.5)
Nacidos vivos/camada: 1077 (11.3)
Nacidos vivos/cerda/afio: 30.3
Nacidos vivos/hembra/afio: 29.8
Tasa de paricién: 85.8%

indice de partos por afio: 2.48

Detalles Bajas de Lechones

Total de bajas: 91 (8.4%)

Bajas de < 2 dias edad: 37 (3.4%)
Bajas entre 2-8 dias edad: 40 (3.7%)
Bajas de > 8 dias edad: 14 (1.3%)

Detalles en Destete

Destetados/camada: 892

Destetados/cerda/afio: 25.1

44



Anexo 4. Formato de monitoreo diario de los cerdos.

29 DE ENERO 11

MONITOREO DE LECHONES PROYECTO DLE

IDENTIFICACION
DEL ANIMAL

TEMPERATURA

OBSERVACIONES

1Al

1A2

1A3

1A4

1B1

1B2

1B3

1B4

11

1cz2

1C3

1c4

Anexo 5. Formato de monitoreo del peso semanal.

21 DE FEBRERO 11

MONITOREO DE LECHONES PROYECTO DLE

IDENTIFICACION DEL
ANIMAL

PESO

TEMPERATURA

cc

OBSERVACIONES

1Al

1A2

1A3

1A4

1B1

1B2

1B3

164

1c1

1cz2

1C3

1ca
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