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RESUMEN

Introduccion. El destete es un proceso que causa estrés para los lechones recién destetados, que
conduce a una respuesta inmune sistémica que afecta negativamente la fisiologia digestiva y el

crecimiento post destete de los cerdos.

En nuestro medio las condiciones sanitarias son ineficientes y esta situacién afecta
significativamente la ganancia de peso y eficiencia alimenticia de los recién destetados. Con la
finalidad de contrarrestar esta actividad negativa que afecta a los tejidos blandos, se han usado
glucocorticoides y se determiné que mitiga en parte los efectos negativos de la inflamacién
sistémica; se usé también otro producto como resveratrol, un fenol vegetal y los resultados
demostraron que se alivio la inflamacidn intestinal y la diarrea. En todo este proceso de inflamacion
las principales sustancias que intervienen son las citoquinas que conducen a una fibrogenesis y

lipogenesis, lo que trae como consecuencia una degeneracién de los tejidos y 6rganos.

Por otro lado, muchos estudios de la accién de la Silimarina contra los procesos de inflamacion
degenerativa contrarrestan las respuestas inmunolédgicas negativas que producen deterioro a nivel
digestivo, hepatico, entre otros érganos y retornen como un proceso de regeneracion a su actividad
de sintesis de proteinas, por lo que proponemos este aditivo para elevar los rendimientos

productivos de los porcicultores.

OBJETIVO: Evaluar el efecto del flavonoide Silimarina en la respuesta inmune celular y

productiva en lechones post destete.

METODOS: Se realiz6 en una granja porcina denominada “Camote” ubicada en el Distrito de

Chincha Alta, Provincia de Chincha y Departamento Ica.

Se utiliz6 una investigacion experimental. Se utilizaron sesenta lechones recién destetados, hibridos,
todos destinados para carne, divididos en tres tratamientos: T1: Control, T2: Dexametasona (0,02
mg/kg) y T3: Silimarina (20mg/animal), cada tratamiento con 4 réplicas. Se evalu6 la subpoblacion

linfocitarias, peso final, conversion alimenticia final, tasa de morbilidad y persistencia de diarrea.
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Disefio experimental: Se utilizd6 un disefio completamente al azar (DCA) para medidas

cuantitativas, con un nivel de significancia del 5%.

Resultado: Los valores de linfocitos T son normales y guardan relacién con la edad de los animales
sin diferencias significativas entre los individuos. Para el tratamiento con “Dexametasona” (D2),
presentaron un bajo valor de Linfocitos B (poca respuesta de anticuerpos), altos valores de
Monocitos y Granulocitos (posible infeccion viral o vacunacion reciente). Para el tratamiento con

“Silimarina” (S3) presentaron un bajo valor de Linfocitos B (poca respuesta de anticuerpos).

Conclusiones: La Silimarina actia como un inmunomodulador regulando la respuesta inflamatoria
e incrementa la respuesta inmunoldgica celular mas que la humoral, evitando procesos
degenerativos que ocasionan cuadros de mala absorcién y catalisis, que deprimiria el consumo de

alimento y por lo tanto, la disminucion del peso después del destete.

Palabras claves: Silimarina, dexametasona, destete, inmunomoduladora.
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ABSTRACT

INTRODUCTION. Weaning is a stressful process for newly weaned piglets, which leads to an
immune response that negatively affects the digestive physiology and post-weaning growth of pigs.
In our environment, sanitary conditions are inefficient and this situation significantly affects the
weight gain and feed efficiency of the newly weaned. In order to counteract this moderate activity
of the body, glucocorticoids have been used and to prolong, which partly mitigates the negative
effects of systemic inflammation, another product such as resveratrol, a vegetable phenol, was also
used, and the results showed that the intestinal inflammation and diarrhea. Cytokines that lead to
fibrogenesis and lipogenesis that lead to degeneration of tissues and organs are involved in this
entire process of inflammation. There are many studies on the action of silymarin against these
processes of degenerative inflammation, for this reason we propose this additive to counteract the
negative immunological responses that cause deterioration in the digestive, hepatic and other organs
and return as a regeneration process to its protein synthesis activity and thus increase the productive

yields of producers.

OBJECTIVE: To evaluate the effect of the flavonoid silymarin on the cellular and productive

immune response in post-weaning piglets.

METHODS: It was carried out in a "Camote" pig farm in the Chincha Alta district, Chincha
province, Ica-Peru Department, an experimental investigation was conducted, 60 recently weaned
hybrid piglets were used, all destined for meat, divided into three treatments. : Control (20n),
dexamethasone (20n), 0.02 mg/kg and silymarin 20mgr (20n), each treatment with 4 replicates and
lymphocyte subpopulations were evaluated, final weight, final feed conversion, morbidity rate and

persistence of diarrhea .

EXPERIMENTAL DESIGN: A completely randomized design (DCA) was obtained for

quantitative measurements, with a significance level of 5%.

RESULT: The values of T lymphocytes are normal and are related to the age of the animals
without significant differences between the individuals. For the treatment "Dexamethasone” (D2)

presents a low value of B Lymphocytes (poor test response). High values of Monocytes and

pag. 12



Granulocytes (possible viral infection or recent vaccination). For the treatment "Silymarin" (S3)
presents a low value of B Lymphocytes (poor test response). Normal Monocyte value and a high

Granulocyte value (possible bacterial infection or parasitemia)

For the final weights at 70 days of age, the following results were found: the silymarin group
(30.10+/-0.37gr) in the diet had a better response, followed by dexamethasone (28.74+/-0.38) and
the control ( 27.61+/-0.69) gr, had a lower response than the two treatments, P<0.05, with a
significant difference between the three groups.

The feed conversion the silymarin group had, (6.63+/-0.072) of feed conversion, followed by the
dexamethasone group (1.68+/-0.074) and the one with the lowest response was the control (1.77+/-

0.018), respectively . There is a clear difference between the three groups, P<0.05.

CONCLUSIONS: Silymarin does act as an immunomodulator, regulating the inflammatory
response and increases the cellular immune response more than the humoral one, preventing
degenerative processes that cause malabsorption and catalysis, which would depress food intake
and therefore weight loss. after destination.

Keywords: Silymarin, dexamethasone, weaning, immunomodulatory.

pag. 13



l. INTRODUCCION

El destete en los lechones conduce a una respuesta inmune sistémica que afecta negativamente la
fisiologia digestiva y el crecimiento post destete de los cerdos. En nuestro medio, las condiciones
sanitarias son ineficientes, esta situacién afecta la ganancia de peso y eficiencia alimenticia desde el
destete hasta los 21 dias post destete, lo cual demuestra que cuando se evaluaron lechones
destetados en ambientes insalubres, se encontraron concentraciones mas altas de haptoglobina,
cobre, vitamina B12 y lisina, pero en concentraciones bajas de glutation, piridoxal-5-fosfato, acido
félico, treonina y triptéfano. Esta respuesta podria explicarse por una activacién moderada de las
defensas corporales (1).

Con la finalidad de atenuar los efectos indicados de la actividad moderada de las defensas
corporales, se realizaron experimentos para evaluar los efectos de un agonista del receptor de
glucocorticoides (ARG), sobre el rendimiento en el crecimiento, las medidas de la funcién
inmunolédgica y la integridad intestinal de los cerdos destetados. Se determiné que el ARG mejord
en parte el rendimiento del crecimiento de los cerdos, al mitigar los efectos negativos de la

inflamacion sistémica (2).

El resveratrol, definido como un fenol vegetal, previene la inflamacion y el cancer. Es un vegetal
como el Cardiomariano (Silimarina), el mismo que se utilizd en la dieta materna para contrarrestar
cuadros de diarreas en sus crias, inflamacion intestinal y morfologia intestinal durante el destete; los
resultados demostraron que se alivio la inflamacion intestinal, la diarrea asociadas al destete y

mejoro la morfologia intestinal en la descendencia.

El andlisis de la via de la enciclopedia de genes y genomas de Kyoto demostré que los genes
expresados diferencialmente en los lechones destetados y post destete estaban enriquecidos para el
receptor de células T, la inmunodeficiencia primaria, la proteina quinasa activada por mitdgenos, las
vias de sefializacion de RAS y para la via de interaccion citosina-receptor de citosina y vias

relacionadas con el metabolismo en lechones después del destete (4).

Los factores de transcripcion son proteinas muy especializadas que reconocen secuencias
especificas de DNA en la region reguladora de todos los genes. La union de los factores del DNA

de esta region promotora regula positiva o negativamente la expresion y la subsecuente produccion
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de la proteina codificada por el gen en cuestion, estos pueden ser constitutivos e inducibles, siendo
los dltimos de gran importancia en el desarrollo de la presente investigacion, toda vez que regulan
la expresidn de genes que solamente se utilizan en ciertos tipos celulares o en ciertos momentos de
la vida de la célula. Esto quiere decir que, en cada célula debe existir un programa de regulacion de
la expresion génica que se adapte a sus funciones particulares y su entorno (5), tal como ocurre en

los lechones durante la etapa post destete.

Las citocinas son proteinas que regulan la funcién de las células que las producen sobre otros tipos
celulares. Son los agentes responsables de la comunicacion intercelular, inducen la activacion de
receptores especificos de membranas, funciones de proliferacion, diferenciacion celular,
guimiotaxis, crecimiento y modulacion de la secrecion de inmunoglobulinas. Son producidas
fundamentalmente por los linfocitos y los macréfagos activados, aunque también pueden ser
producidas por leucocitos polimorfonucleares (PMN), células endoteliales, epiteliales, adipocitos,

del tejido muscular (miocitos) y del tejido conjuntivo (6).

La interleucina (IL)-6 es familia de las citoquinas que consta de IL-6, IL-11, entre otros. Las
citocinas de la familia IL-6 tienen actividades bioldgicas superpuestas, pero también distintas y
estan involucradas, entre otras, en la regulacién de la reaccion de fase aguda hepética, en la
estimulacion de las células B, en la regulacion del equilibrio entre las células T reguladoras y
efectoras, en la regulacién metabdlica, y en muchas funciones neuronales. Se ha demostrado que el
blogueo de las citocinas de la familia IL-6 es beneficioso en enfermedades autoinmunes, pero se
han observado infecciones bacterianas y efectos secundarios metabolicos. Los avances recientes en
el bloqueo de citocinas podrian ayudar a minimizar dichos efectos secundarios durante el bloqueo

terapéutico (7).

Para contrarrestar la accion negativa de las citocinas, especialmente la proliferacion y
diferenciacion celular (fibrogenesis y lipogenesis), se realizaron estudios utilizando la Silimarina,
como principal flavonoide extraido del cardiomariano que se viene utilizando para tratar
enfermedades hepaticas para la cual se estudid in vivo sobre la resistencia a la insulina y el higado

graso inducidos en ratones.

La Silimarina (60mg/kg) redujo significativamente la masa grasa y los lipidos plasméticos elevados.
El examen de los niveles de citocinas (TNFa, IL-1B e IL-6) de esta manera se demostré que el

tratamiento con Silimarina disminuye significativamente la inflamacion en estos ratones (8).

Dentro de los muchos trabajos de Silimarina, se encontr6 que cuando se uso6 etanol en ratones - que

produce dafio oxidativo - tuvo un efecto inmunoldgico al prevenir significativamente las actividades
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elevadas de la interleucina (IL)-10, el factor de necrosis tumoral (TNF)- a, el interferon y (IFN-y),
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) -A vy el factor de crecimiento transformante

(TGF) -B1, asi como una disminucion de la actividad de IL-4 en sangre de ratones (9).

Durante las Gltimas décadas, los compuestos antimicrobianos se vienen utilizando para promover el
crecimiento de los lechones al destete, mediante la prevencién de enfermedades subclinicas y
clinicas. Sin embargo, existe una preocupacion creciente en relacion con el desarrollo de cepas
bacterianas resistentes a los antibidticos y el potencial de genes de resistencia que puede afectar la
salud humana. Como consecuencia, la Unién Europea (UE) el 1 de enero de 2006, prohibi6 el uso
de antibiéticos como promotores del crecimiento en la produccion porcina y ganadera; ademas el
uso de minerales como el Zinc (Zn) y Cobre (Cu) no son alternativas / reemplazos viables a los
antibidticos porgue su excrecidn es una posible amenaza para el medio ambiente. Por consiguiente,
existe la necesidad de desarrollar programas de alimentacion que sirvan como un medio para
controlar los problemas asociados con la transicion del destete sin utilizar compuestos como

antinflamatorios o antimicrobianos (10).

Las funciones de los glucocorticoides se pueden agrupar en dos grandes polos: accién
antinflamatoria y accion inmunomoduladora. Ambas son beneficiosas para varias patologias

inflamatorias, autoinmunes y neoplasicas.

Los efectos antinflamatorios de los glucocorticoides se ejercen cuando un tejido esta sujeto a
inflamacion, es decir, en condiciones patol6gicas. Los glucocorticoides pueden inhibir todas las
etapas de la reaccién inflamatoria, tanto temprana como tardiamente. Controlan asi las diferentes
etapas de la inflamacion: Vasodilatacion, edema, migracion de leucocitos, estrés oxidativo,
fagocitosis. Inhiben la activacion de la fosfolipasa A2, la produccion de mediadores de la

inflamacion (prostaglandinas, leucotrienos y PAF-aceter), radicales libres, 6xido nitrico (NO).

Los efectos gendmicos inducidos en las células de inflamacién conducen a la inhibicién de la
sintesis de ciertas proteinas proinflamatorias por transrepresion de la sintesis de otras proteinas que
inhiben la inflamacién. Sin embargo, se considera que la transrepresion media la mayoria de los

efectos antinflamatorios que se buscan después de la administracion de glucocorticoides (11).

La Silimarina es nuestra propuesta como un aditivo con el objeto de contrarrestar las respuestas
inmunoldgicas negativas que producen deterioro a nivel digestivo, hepéatico y otros 6rganos,
haciendo que estos drganos tengan cambios fenotipos (fibrogénico y lipogénico) a nivel celular. La
Silimarina retorna la accién de sintesis de proteinas y de esta manera, eleva sus rendimientos

productivos e inmunoldgicos que se ven alterados.
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1. ESTRATEGIA METODOLOGICA
2.1. Lugar y fecha de la ejecucion.

El trabajo se realiz6 en la granja de cerdos denominado “Camote, Ubicado en el Distrito
de Chincha Alta, Provincia de Chincha, Departamento de Ica, bajo la conduccién de su
propietario Sr. Carlos Tasayco C., durante los meses de Marzo y agosto del 2022.

Ubicacién Geografica Del Experimento.

Latitud.....oooineiii 14°08°47.36”
Longitud......ccooevviiiiiiiiiiiiiiia, 75°40°27.31”
Altitud. ... 424 msnm
Temperatura minima......................... 1425 °C
Temperatura maxima........................ 26.95 °C
Humedad relativa min. Promedio....... 68.75%
Humedad relativa max. Promedio....... 93.25%

Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Peri SENAMHI-LIMA
(2015). Segin anexo 1.

2.2. Instalaciones utilizadas.

e  Corrales de produccion.
e  Laboratorio

e  Oficina.
2.3.Materiales y Equipos.

e  Bebederos.

e Jaulas.
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e  Guantes
e  Balanza de precision.
e Botas.

e  Céamara fotogréfica
2.4. Tipo y nivel de investigacion.

a.  Tipo: Cualitativo

b.  Nivel: Aplicativo

2.5. Metodologia de la investigacion.

Poblacién y muestra.

La granja consta de ochenta (80) madres porcinas y una poblacién total de animales
correspondiente a (800) unidades, de los cuales doscientos (200) lechones estaban recién

destetados.

Célculo de tamafio muestral para Analisis de varianza.

Riesgo Alfa 0.05
Tipo de contraste Bilateral
Riesgo Beta 0.20
NUmero de grupo: 3.00
Desviacion estandar comdn: 0.60
Diferencia minima a detectar entre grupos 0.50
Proporcion prevista de pérdidas de seguimiento 0.100

Aceptando un riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de 0,20 en un contraste bilateral, se
precisan 58 lechones en cada grupo (en el trabajo se redonded a 60) para detectar una
diferencia minima de 150gr. entre dos grupos, asumiendo que existen 3 grupos y una
desviacion estandar de 0.60 gr. segun Arnaiz VV 2009 (12). Se ha estimado una tasa de

pérdida de seguimiento.
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De la recepcion.

Los lechones fueron destetados a los treinta (30) dias de edad, se les peso6 y trasladé a un
ambiente especial para lechones en su condicion (destetados). En el ambiente indicado
se les seleccionaron para formar los grupos experimentales, se les proporciond
temperatura de 28°C y se les disminuyd 2 grados semanales hasta los 70 dias que dura
este periodo y el experimento.

Del alimento.

Al destete recibieron alimento de preinicio por 10 dias post destete, para luego recibir
alimento de inicio hasta el traslado a crecimiento y acabado. El alimento consto de PC
22%, EM, 2.2 Mcal, Calcio, Fosforo y otros requerimientos de acuerdo a la edad
correspondiente. El alimento se controlé semanalmente para determinar el consumo

semanal y determinar la conversién alimenticia
De las férmulas.
Durante la lactacion recibieron alimento de preinicio hasta 10 dias post destete.

Desde los 10 dias post destete hasta los 70 dias de edad la poblacién recibié alimento de

inicio, posteriormente alimento de crecimiento y engorde hasta la etapa de venta.
Las férmulas usadas correspondientes son las siguientes:

Peso inicial (PI), peso final, incremento de peso, conversion alimenticia, peso

carcasa.

Se les pesd en la balanza periédicamente para determinar el peso inicial (PI), peso final
(PF), incremento de peso (IP), conversion alimenticia (IC), expresado en unidad de

medida; Gramos.
Dexametasona.

Glucocorticoide sintético de accion prolongada con marcada actividad antinflamatoria.
Inhibe el proceso inflamatorio de cualquier origen, ya sea quimico, mecanico o
inmunoldgico, asi como las reacciones de hipersensibilidad mediadas por células. Su
potencia antinflamatoria es veinticinco (25) veces mayor al cortisol y seis (06) veces
mayor a la prednisolona. Se us6 0.20 mg por kg de peso vivo en los lechones. La via que

se utilizo fue la via oral por 5 dosis.
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Silimarina.

La Silimarina producto del Cardiomariano, es un producto natural que se utiliz6 en la
presente investigacion como inmunomodulador para reducir el cuadro inflamatorio post
destete. Se utilizo junto con la dieta a razén de 1 kg/ tonelada de alimento durante todo
el periodo del experimento.

Inmunofenotipado de células mononucleares de sangre periférica de cerdo (Sus

scrofa doméstica)
A). Descripcion de la muestra

Se recibieron tres (3) muestras de sangre de cerdos de 40 dias de edad, a las 13:00 horas
del dia 11/11, en tubos de Heparina de Litio (tapa verde), que se mantuvieron a
temperatura ambiente desde el momento de su extraccion, hasta su arribo al Laboratorio

FARVET para realizar el proceso de muestra por Citometria de Flujo.
Los codigos de las muestras son los siguientes:
1) T1: Testigo - muestra en buen estado, 2.1 ml.
2) D2: Dexametasona - muestra en buen estado, 2.6 ml.
3) S3: Silimarina - muestra en buen estado, 2.2 ml
B). Protocolos empleados.
1. Extraccion de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Se empled el protocolo realizado por Cinar et. al. (2013) con modificaciones.
Brevemente, se coloco cuidadosamente la sangre extraida de cerdos sobre una capa
de Histopaque® 1077. El tubo se centrifuga a 400 g por 30 minutos a temperatura
ambiente. Los PBMCs localizados en la capa leucocitaria fueron retirados y
colocados en un tubo de centrifuga con Buffer fosfato salino de Dulbecco (DPBS).
Se lavaron dos veces y se centrifugaron a 250 g por 10 minutos. Posteriormente se
resuspendieron en DPBS + 5% de suero bovino fetal para su caracterizacion
inmunofenotipica. Se emplearon la totalidad de las células obtenidas a partir de

estas muestras.

2. Inmunofenotipo de PBMCs.
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Para la caracterizacion inmunofenotipica de PBMCs, se marcaron directamente con
anticuerpos conjugados para antigenos de superficie (PE anti-CD3e porcino, FITC
anti-CD4a porcino, APC anti-CD8a porcino, FITC anti-CD21 porcino, APC
antimonocito/granulocito porcino, todos de Southern Biotech). Estas células fueron
adquiridas en un citometro de flujo (FACSCanto ™ II, BD Biosciences), y el

analisis fue ejecutado con el programa FlowJo v. 10.6.2 (BD Biosciences).
Se obtuvieron gréficos y valores obtenidos respectivamente
Estado sanitario.

Se revisoO diariamente para observar a los lechones si presentan cuadros de morbilidad y
mortalidad en una hoja de sanidad.

2.6. Tratamientos.

Tabla 1. De contingencia para determinar el efecto del uso de silimarina sobre la imnulogia celular
y productiva en lechones destetados.

Replicas Totales Prom.
Tratamientos R1 R2 R3 R4 Yij Yij
Control. (n=20) Y1l Y2 Y3 Y4
Dexametasona 0,20
mg/kg p.v. (n=20) Y5 Y6 Y7 Y8
Silimarina
200mg/animal (n=20) | Y9 Y10 Y11 Y12

DCA en UNIFACTORIAL que contiene tres variables: lera) “Tipo de dieta”, Control
(1), Dexametasona (2) y Silimarina (3; 2da) “repeticiones” con valores de 1 a 4; 3ero
“Peso de los animales” y “Conversion alimenticia”, estos datos obtenidos para cada

tratamiento.
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2.7.Variables:

Tabla 2. Operacionalizacién de variables

Tipo de Escala e e
Variable  Variabl  d¢ ~ Definicion DI Valor | Unidad
o Medici6  conceptual operacional
n
Variable dependiente
El uso de
Silimarina - Inmunologia
como celular:
El uso inmunomodul subpoblaciones
Silimarina en | Cuantitat . ador y aliviar linfocitarias 1kg//tone
. Razon . Gramos
lechones post iva los cuadros |- Medidas lada
destete de productivas
inflamacion
en lechones -
post destete
Variable independiente
Es el peso|P.FG=PI-PF
Peso final Cuantitat ] final de los | PFG= peso final .
ganado- PEG ivo Razon Iechongzsalos Ganado N Productivo kg
70 dias de | PlI=Peso Inicial
edad PF= Peso final
El consumo
Conversion Cuantitat qdueeacltl)r:m];?rfe CA:M
Alimenticia. - Razén . Peso vivo Productivo Kg
CA, iva el animal para
ganar un kg
de peso
Animales que
Mortalidad | Cualitati Nominal se mueren en Mt:Enfermo_leOO Sanitario Porcentaje
(Mt) va un  periodo Total Ani
adecuado
Subpablacione D4
s linfocitarias +
in'?ﬁjﬂgfgg;c Cualitati Nominal | 3¢ CD24+ Inmgnol(’)g Porcentaje
va corresponden a | CD4+ 24+ ica
a celular la_inmunologfa | Células killer
celular

pag. 22



2.8. Disefio experimental.

El disefio que se empleo fue un disefio completamente al azar (DCA).

El Modelo Aditivo Lineal para un DCA

Yij= pttit gij
i=1,2,3,....t....... tratamiento.
=1,23,...n...... observaciones.

Yij = Laj-ésima observaciones del i-ésimo tratamiento.
Kl = Es la media poblacional a estimar a partir de los datos del experimento.
ti = Efecto del i-ésimo tratamiento a partir de los datos del experimento.

gij =Efecto aleatorio de variacién.Variables en estudio:

2.9. Andlisis estadistico.

Se utilizé el programa estadistico SPSS version 23, para obteneGr ANOVA para un disefio
completamente al azar DCA, tablas de media para cada factor y la interaccion, la prueba de
Levene, graficos para la interaccién y pruebas de separacién de medias para cada factor, con un
p-valor de 5%. Para las subpoblaciones linfocitarias el promedio y la desviacion estandar fue

determinado por el programa FlowJo 10.7.1 (software de analisis de Citometria de flujo).
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I11.  RESULTADOS

3.1.Niveles de totales de linfocitos T cooperadores (CD4+), citotoxicos (CD8+) y dobles
positivos (CD4+CD8+).

Una vez realizado el procedimiento de aislamiento y marcacion de PBMCs (POELICM 035) se

obtuvieron los siguientes resultados.

Tl D2 53

CD3+CD4+|CD3+CD4+CD8+ | | CD3+CD4+ CDI+CDA+CD8+|  {CDI+CDAH CD3+CD4+CDE+

o't 388 630 ‘m‘“ 51,0 "' 6.34 '104‘ U7 516

v LN ] ]

AFA488

0y CD3+CD8+ | |10 CD3+CD8+ | | 1’ CD3+CD8+
' 16.3 ‘ 19.7 '
04 @ o4 0d
109 10 0
: BELLGAA ., Ry IR R A
10 0 10 10 103 0 103 104 10 0 10 10
M

Figura 1. Niveles de linfocitos T cooperadores (CD3+CD4*), linfcitos T citotoxicos
(CD3+CD8+) y linfocitos dobles positivo (CD3+CD4+CD8+) por muestra.
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Tabla 3. Valores en porcentajes del total de linfocitos de poblaciones CD3+CD4+
(Linfocitos T cooperadores), CD3+CD4+CD8+ (Linfocitos dobles positivos) y
CD3+CD8+ (linfocitos T citotoxicos). ElI promedio y la desviacion estdndar fue
determinado por el programa FlowJo 10.7.1 (software de analisis de citometria flujo).

[V
A.) de . % de Linfocitos doble % de Linfocitos T
o Linfocitos T . o g
N Muestras cooperadores positivos citotdxicos
(CD3+CD4+) (CD3+CD4+CD8) (CD3+CD8+)
1 T1(Control) 38.80% 6.30% 16.30%
D2 (Dexametasona) 51.00% 6.34% 19.70%
3 S3(Silimarina) 34.70% 5.16% 26.40%
Media 41.50% 5.93% 20.80%
DS 8.48% 0.67% 5.14%

3.2. Niveles de totales de linfocitos B (CD21+) y Monocitos/Granulocitos.

Una vez realizado el procedimiento de aislamiento y marcacion de PBMCs de cerdos se

obtuvieron los siguientes resultados:
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Ll 250K 20K
T1 D2 53
200 2006 4 2006 4
150K 150K 150K
A
o d CD21+ 100k 4 CD21+ P CD21+
< 25.9 1.4 11.6
Ol =1 51K o
a
O ooty by 2 e Ty o e i |
3 3 4 3 3 i 3 4
0 0 10 10 10 0 0 10 10 10 10 10 10 10
—_—
AF647
250 260K 250K
T1 D2 193
0k Granulocito | o 4 Granulocito| 0%~ Granulocito
5.93 143 ] 26.1
1506 150 150
\
100K < 100¢ 1006 ": ‘
U o Monocifo 4 ﬂ -
O onocito 50K Monocito
& 11 28.1 743
0.] 0 0
N A L e R | ™y [T \EAEALLL | STy
W@ 0 0 0w o 0 0 w0 Iy 0w w0
[ et
AF488

Figura 2. Niveles de leucocitos por muestra (T2, D2 y S3), en grafico se muestra. A).

Poblacion CD21+ (Linfocitos B. B Poblaciones de Monocitos y Granulocitos.
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Tabla 4. Valores en porcentajes del total de leucocitos por muestra de poblacién CD21+
(Linfocitos B, Monocitos y Granulocitos. El promedio y la desviacion estandar fue determinado por

el programa FlowJo 10.7.1 (software de andlisis de citometria flujo).

% de
N° Muestras ;InfOCItOS % de Monocitos % de Granulocitos
(CD21+)
1 T1(Control) 25.90% 11.10% 5.93%
D2 (Dexametasona) 11.40% 28.10% 14.30%
S3 (Silimarina) 11.60% 7.43% 26.10%
Media 16.30% 15.54% 15.44%
DS 8.31% 11.03% 10.13%

3.3. Gréficos resumen y resultados tomando en cuenta a los individuos T1 (Testigos) control no
tratados.

3.1.1. Resultados Linfocitos T

604 LT Cooperadores
) CD3+CD4+

B — u LT Doble positivos
© E 404 , CD3+CD4+CDa+
e @ i LT Citotoxicos
] E N CD3+CD8+
§ 'Q 20- Lt
s

[l r L) T L._. T L) T

Nove? algvey aMghe?

Figura 3. Grafico de barras niveles de Linfocitos T.
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3.1.2. Resultados Linfocitos B, Monocitos y granulocitos

301 m= | infocitos B (CD21+)
== Monocitos
== (Granulocitos

N
o
1

Frecuencia de
células (%)
S

Figura 4. Grafico de barras niveles de Linfocitos B (CD21+), monocitos y granulocitos por

muestra.
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3.2.Peso final (kg), para tratamiento con el uso de silimarina como inmunomodulador en
lechones recién destetados.

En la tabla 5, se observa los promedios de los pesos finales (gr) para el tratamiento con el uso

de silimarina, comparado con el control y dexametasona.

Tabla 5. Peso final (kg), para tratamiento con el uso de silimarina como
inmunomodulador en lechones recién destetados.

_ Replicas Desv
Tratamientos Totales | Prom.
1(n=5) [2(n=5) [3(n=5) |4(n=5) Estandar
T1 Control 2750 (2735 |28,60 |27,00 |110,45 |27.61 0,69

D2 Dexametasona 29,30 28,67 |28,43 |28,56 |114,96 |28,74 0,38

S3 Silimarina 30,10 |29,70 29,80 [29,20 |119,8 29,70 0,37

Letras iguales, indican promedios iguales, letras diferentes indican promedios diferentes, segin

Duncan al 5%

Basado en la salida dada por la prueba de Duncan se puede afirmar que los tratamientos se
clasifican en tres categorias estadisticas: Categoria “a”, determinada por los tratamientos de
silimarina en la dieta. La segunda categoria “b”, esta formada por el tratamiento dexametasona y la

[Pl

tercera categoria “c” para el control.
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Barras de error simples Media de Peso vivo de los lechones 70 dias de edad por Tratamiento para evaluar
Silimarinay dexametasona como inmunomoduladores

3
0 40,00
5
T
[=]
~
0
g 30,00 1
o ' I .
L
o
-T
no
07T
Y 2000
T
Q
=z
=
Q
0
['V] 10,00
oL
u
T
[
=
000 - i
Control Dexametasona Silimarina

Tratamiento para evaluar Silimarina y dexametasona como inmunomoduladores

Barras de emor; 95% Cl

Figura 5. Peso final (Kr), para tratamiento con el uso de silimarina como inmunomodulador
en lechones recién destetados
En el grafico de “error bar” se observa los promedios e intervalo de confianza para cada
tratamiento, demostrandose que la respuesta al uso de silimarina en la dieta es significativa, se
ve claramente que los tres tratamientos pertenecen a tres subconjuntos; “a” silimarina mientras

que dexametasona para el subconjunto y control pertenece al subconjunto “c”.
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3.3. Conversion alimenticia final, para tratamiento con el uso de silimarina como

inmunomodulador en lechones recién destetados

En la tabla 6 se observa los promedios de la conversion alimenticia (C.A.) para el tratamiento

con el uso de silimarina comparado con el grupo dexametasona y control.

Tabla 6. Conversion alimenticia final, para tratamiento con el uso de silimarina como

inmunomodulador en lechones recién destetados

Replicas Desy
Tratamientos Totales Prom.
1(n=5) [2(n=5) |3(n=5) |4(n=5) Estandar
T1 Control 1,75 1.78 1,79 1,76 |7,08 1,77 0,018
D2 Dexametasona 1,75 1,72 1,68 1,58 6,73 1,68 0,074
S3 Silimarina 1,65 1,60 1,65 1,64 |6,54 1,63 0,072

Letras iguales, indican promedios iguales, letras diferentes indican promedios diferentes, segiin Duncan al
5%
Basado en la salida dada por la prueba de Duncan se puede afirmar que los tratamientos se

clasifican en tres categorias estadisticas: Categoria “a”, determinada por los tratamientos Silimarina
en la dieta. La segunda categoria “b”, esta formada por el tratamiento dexametasona y la tercera

categoria “c” el control.
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Barras de error simples Media de Conversion Alimenticia 70 dias de edad por Tratamiento para evaluar
Silimarina y dexametasona como inmunomoduladores

y

150

edad

1,00

050

Media Conversion Alimenticia 70 dias de

0,00 . !
Control Dexametasona Silimarina

Tratamiento para evaluar Silimarina y dexametasona como inmunomoduladores

Barras de error; 95% CI

Figura 6. Conversion alimenticia final, para tratamiento con el uso de silimarina como

inmunomodulador en lechones recién destetados

En el grafico de “error bar” se observa los promedios e intervalo de confianza para cada
tratamiento, demostrandose que la respuesta al uso de silimarina en la dieta es significativa, se ve

claramente que los tres tratamientos pertenecen a tres subconjuntos, “a”, para Silimarina; mientras

gue el dexametasona el subconjunto “b” y control pertenece al subconjunto “c”.

pag. 32



3.4. Tasa de morbilidad (Unidad) y persistencia de diarrea (Horas), con el uso de silimarina

como inmunomodulador en lechones recién destetados

Tabla 7. Tasa de morbilidad (Unidad) y persistencia de diarrea (Horas), con

el uso de silimarina como inmunomodulador en lechones recién destetados.

MORBILIDAD
) PORCENTAJE | PERSISTENCIA
TRATAMIENTOS (Unidad) N° de
) (%) (Horas)
Animales

T1 Control 8 40 48
D2 Dexametasona 6 30 24
S3 Silimarina 2 10 24

En la tabla 8 se describe la morbilidad porcentaje y persistencia de diarreas en los lechones recién
destetados usando silimarina y dexametasona comparado con el control. Aqui se puede observar
gue el mayor nimero de animales enfermos fueron para control, seguido de Dexametasona, y en
menor cantidad para silimarina, con una persistencia de mayor para control y menor para

silimarina, respectivamente.
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IV.  DISCUSION

Como se puede apreciar en el grafico de barras de la figura 2, los linfocitos T cooperadores naive
(CD3+CD4) se encuentran en valores altos propios de la edad de los lechones evaluados. En cerdos
adultos este valor disminuye hasta un 3-4%. En el caso de la dexametasona los linfocitos T naive

estan ligeramente elevados.

Los linfocitos T doble positivos (CD3+CD4+CD8+) son considerados células de memoria y

potencialmente pueden ser presentadoras de antigenos debido a la expresion de MHC clase II.

En animales jovenes como los evaluados, los valores bajos son normales, este valor aumenta hasta
un 55% en cerdos adultos, segiin Zuckermann, FA; Husmann, RJ. 1996 (13), Charemtantanakul y
Roth 2006 (14).

Los linfocitos T citotdxicos (CD3+CD8+) tienen como valor de referencia un porcentaje de 7-28%
como indica Charemtantanakul y Roth 2006 (14), los tres grupos analizados se encuentran dentro de

este rango.

En tanto a los monocitos estas células suelen estar en mayor presencia en la sangre periférica ante
una infeccion viral o en respuesta a una inmunizacion reciente (Terzic et. al., 2003 (16); Shi et. al.,
2008 (17). Con respecto a los granulocitos estos se hallan en mayor proporcion en sangre periférica

ante una infeccion bacteriana grave, presencia de parasitos o ectoparasitos.

Como se puede observar el grupo control tenia una actividad inmunoldgica activa y posiblemente
exagerada ocasionando una inflamacion a nivel del sistema digestivo que ocasiona cuadro de
procesos degenerativos y problemas de catabolismo metabolico, produciendo una falla en la
produccién de un crecimiento normal, tal como lo encontré Pié S. et al., 2004 (21). Esto se sustenta
en un trabajo realizado por Pié S, en el cual midieron la expresion genética de 6 interleucinas
proinflamatorias a lo largo del intestino delgado y el colon en lechones destetados, para medir la
expresion usaron PCR.TR. Examinaron las vellosidades intestinales y la actividad enzimatica del
intestino (lactasa y sacarasa) Y comprobaron que existia una relacion directa entre el destete, los
cambios morfolégicos y enzimaticos del intestino delgado. También encontraron que la respuesta
por citoquinas se divide en dos periodos: Una aguda temprana, antes de los 2 dias post destete y otra
tardia entre los dias 2-8 post destete. En la etapa aguda los niveles de IL-1beta, IL-6 y ARN
mensajero (ARNm) de TNF-alfa aumentaron. Encontraron una marcada regulacion al alza del
ARNmM de IL-1beta en la mayor parte del intestino, mientras que el ARNm de IL-6 y TNF-alfa

aumentd notablemente solo en sitios especificos del intestino, 1o mismo se puede mencionar de
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McCrackeb BA et.al., 1999 (22), en la Universidad de Illones USA, donde indicaron que el estrés
post destete no sélo afecta la funcién de barrera intestinal y la microbiota intestinal, sino que
también afecta la inmunidad intestinal y el estado oxidativo intestinal en los lechones destetados,
cuando compararon antes del destete. Se conoce que los linfocitos T CD4+ y CD8+ intestinales en
lechones recién destetados aumentan en gran cantidad, estos son los que regulan la expresién de
ARNmM de citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) y las

interleucinas (IL-1b, IL -6 e IL-8) en el medio del yeyuno.

Consecuentemente, podemos concluir que ante esta situacion se ha sugerido que los efectos del
estrés del destete sobre las funciones inmunitarias, las funciones de barrera intestinal, y la funcién
del sistema nervioso en cerdos destetados temprano se extiende hasta la edad adulta, tal como lo
indica Upadhaya SD y Kim IH, 2021 (23).

Se ha informado que la inclusion de diferentes tipos de aditivos alimentarios en la dieta alivia los

efectos negativos del estrés del destete

Por estas razones, en nuestro trabajo de investigacion, ademas de demostrar el beneficio de la
Silimarina como inmunomodulador y evitar los problemas inflamatorios, degenerativos vy
catabodlicos en los lechones recién destetados, hemos encontrado que con el uso adecuado de la
Silimarina, encontramos una mejora estadisticamente significativa (p<0.05) para los parametros
productivos de peso final y conversion alimenticia; asi como la morbilidad y mortalidad, cuando se

compard con control y dexametasona, tal como lo reporta.
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V. CONCLUSION

Los valores de linfocitos T guardan relacion con la edad de los animales sin diferencias

significativas entre los individuos y existen diferencias entre los tratamientos.

Para el tratamiento con “Dexametasona” (D2) se presenta un bajo valor de Linfocitos B
(poca respuesta de anticuerpos), altos valores de Monocitos y Granulocitos (posible
infeccion viral o vacunacion reciente). No podria deberse a un problema inflamatorio

crénico debido a que son animales tiernos.

Para el tratamiento con “Silimarina” (S3) se presenta un bajo valor de Linfocitos B (poca
respuesta de anticuerpos). Valor de Monocitos normales y un alto valor de Granulocitos

(posible infeccidn bacteriana o parasitemia) o un problema inflamatorio agudo.

La Silimarina si actGa como un inmunomodulador regulando la respuesta inflamatoria e
incrementa la respuesta inmunoldgica celular méas que la humoral, evitando procesos
degenerativos que ocasionan cuadros de mala absorcién y catalisis, que deprimiria el

consumo de alimento y por lo tanto la disminucién del peso después del destete.

Para los pesos finales a los 70 dias de edad de nuestra poblacion experimental, con la dieta
Silimarina tuvieron mejor respuesta, seguido de los grupos dexametasona y el control,

P<0.05 existiendo diferencia significativa entre los tres grupos.

La conversion alimenticia del grupo Silimarina tuvo mejor respuesta que el grupo
Dexametasona y el control respectivamente. Existiendo clara diferencia entre los tres

grupos., P<0.05.

pag. 36



VI. RECOMENDACIONES

Hacer uso de la Silimarina en lechones recién destetados, para evitar los procesos
inflamatorios ocasionados por una respuesta muy fuerte por accion de la citocina

estimuladas por accion de los linfocitos T.

En animales enfermos también se puede recomendar el uso de la Silimarina por las mismas

razones.
Incrementar estudios e investigaciones sobre el uso de la Silimarina, como regulacion de la

respuesta inflamatoria elevada ya que esto incrementa los cuadros patol6gicos en los

animales enfermos, principalmente la llamada “Tormenta de Citocinas”
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Pruebas estadisticas para determinar diferencias estadisticas para peso final (70d)

en lechones, cuando se usa dexametasona y silimarina como inmunomoduladores.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Peso vivo de los Se basa en la media ,838 2 9 ,464
lechones 70 dias de
edad Se basa en la mediana 344 2 9 ,718
Se basa en la mediana y 344 2 6,243 722
con gl ajustado
Se basa en la media ,728 2 9 ,509

recortada
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ANOVA

Peso vivo de los lechones 70 dias de edad

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 8,734 2 4,367 17,102 ,001
Dentro de grupos 2,298 9 ,255
Total 11,033 11

Prueba post hoc

Peso vivo de los lechones 70 dias de edad

Duncan?

Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento para evaluar

vacuna vectorizada PCV2 N 1 2 3
Control 4 27,6125

Dexametasona 4 28,7410

Silimarina 4 29,7000
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.}
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Anexo 2. Pruebas estadisticas para determinar diferencias estadisticas para conversion
alimenticia final (70d) en lechones, cuando se usa dexametasona Yy silimarina como
inmunomoduladores.

Descriptivos

Conversién Alimenticia 70 dias de edad

95% del intervalo de
confianza para la

Desy. media
Desviacidé  Desv. Limite Limite  Minim Maxim
N  Media n Error inferior superior 0 0
Control 4 1,7700 ,01826  ,00913 1,7409 1,7991 1,75 1,79

Dexametason 41,6825 ,07411  ,03705 1,5646 1,8004 1,58 1,75
a

Silimarina 4 1,6350 ,02380 ,01190 1,5971 1,6729 1,60 1,65

Total 12 1,6958 ,07179 ,02072 1,6502 1,7414 1,58 1,79
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Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Conversion Alimenticia Se basa en la media 2,627 2 9 ,126
70 dias de edad Se basa en la mediana 2,116 2 9 177
Se basa en la mediana y 2,116 2 4,147 ,233
con gl ajustado
Se basa en la media 2,621 2 9 127
recortada
ANOVA
Conversién Alimenticia 70 dias de edad
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos ,038 2 ,019 8,804 ,008
Dentro de grupos ,019 9 ,002

Total ,057 11
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Conversion Alimenticia 70 dias de edad

Duncan?

. Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento para evaluar

vacuna vectorizada PCV2 N 1 2
Silimarina 4 1,6350

Dexametasona 4 1,6825

Control 4 1,7700
Sig. ,180 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media armdnica = 4,000.
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Anexo 3. Foto de la granja

FOTO N° 1 Granja camote
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FOTO N° 2 Galpén de cerdos

FOTO N° 3 Granja camote
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Anexo 4. Fotos de los animales por grupo de la granja.

FOTO N° 4 Lote experimental de lechones de 30 dias con el uso de dexametasona

FOTO N° 5 Lote experimental de lechones de 30 dias con el uso de silimarina

pag. 48



FOTO N° 6 lotede lehones testigo sin aditivos

Anexo 5. Sujecion y peso de los lechones

FOTO N° 7 PESAJE DE LECHONES POR LOTE
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FOTO N° 8 Pesaje de lechones por lote

Anexo 6. Administracion de los aditivos

FOTO N° 9 Aditivo silimarina listo para dosificar
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FOTO N° 10 Obtenemos una dosis exacta por animal con la gramera (gr)

FOTO N° SEQ FOTO_N° \* ARABIC 11 dosificacion de la silimarina, utilizando la gramera (gr)
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FOTO N° 11 separacion de las dosis por lote
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FOTO N° 14 Control del aditivo por tratamiento del lote

FOTO N° 13 separacion y pesaje del aditivo de dexametasona
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Anexo 7. Toma de muestras

FOTO N° 14 Toma de muestra de la vena cefalica, para andlisis por citometria de flujo
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FOTO N° 15 toma de muestra de la vena cefalica del lechén
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FOTO N° 16 rotulacién de la toma de muestra y homogenizacion
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Anexo 8. Resultados

FOTO N° 18 cambio notorio en heces, un aspecto mas solido pos tratamiento
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Anexo 9. Formulas.

Formula de Preinicio para lechones lactantes

NSUMOS PREINICIO
MAIZ AMARILLO 32.61
TORTA DE SOYA 0.00
SUBPRODUCTO  DE

TRIGO 3.00
DELAC 30.00
H DE PESCADO PRIME 15.40
SUERO DE LECHE 11.60
ACEITE 3.50
AZUCAR RUBIA/ 3.00
OXIDO DE ZINC 0.03
SECUESTRANTE 0.25
FUNGIBAN 0.10
CLORURO COLINA 60% 0.20
PREMIX CERDOS 0.10
SULFATO DE COBRE 0.05
SULFATO COLISTINA 0.03
ENZIMA 0.05
FOSFOMICINA 0.04
ZINC  BACITRACINA

10% 0.04
TOTAL 100.00
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Formula de Inicio para lechones después de destete

INSUMOS INICIO
Maiz 60.67
Torta de soya 46.5% PC 15.53
Harina de pescado 59.5% 10.00
Harina integral de soya 8.41
Aceite de soya 2.00
Fosfato dicalcico 0.59
Micotox (secuestrante) 0.40
Micovet orgnic (Acidifica 0.35
L Lisina 0.35
Sal 0.31
Carbonato de calcio 0.27
Premezcla 0.12
L Treonina 0.11
DL Metionina 0.11
Saborizante 0.10
Cloruro de colina 60% 0.10
Oxido de zinc 0.10
Triptofano 0.09
FOSFOMICINA+FLORFENICOL 0.08
Calfosvet (fitasa y multi 0.08
Protector E (antioxidante 0.05
Inmunowall 0.10
Bicarbonato de sodio 0.05
Sulfato de cobre 0.02
TOTAL 100.00
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