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Efecto de un producto Inmunoestimulante e Inmunomodulador en la incidencia de abortos
en bovinos de leche.

RESUMEN

El estudio se realizé en una explotacién lechera ubicada en Torreén, Coah.
México, administrandose el producto por via oral al ganado bovino lechero durante
un periodo de 4 meses, (iniciando el 8 de diciembre del 2005) y conjunto al
objetivo del presente trabajo, fué determinar el efecto que a través del estimulo
inmunitario inespecifico, intervenga en la incidencia de abortos en una explotacion
lechera estimulando la capacidad innata de los animales e incrementando la
resistencia a patdogenos causantes de abortos.

Para la fase experimental del presente estudio se emplearon 174 vacas
gestantes de la raza Holstein libres de brucela, distribuidas aleatoriamente en 2
grupos (promedio similar en numero de lactancia, dias en leche, dias en gestacion
y condicién corporal), asignandose a 87 vacas el consumo de 0 g/vaca/dia del
producto y al mismo numero de vacas 56 g/vaca/dia. Se monitoreo los animales
con pruebas de cuenta blanca diferencial, funcionamiento hepatico, serologicas
para brucela, e incidencia de abortos, para posteriormente valorar el efecto que
ejerce el producto. Para las variables de cuenta blanca y funcionamiento hepatico
se aplico un analisis de condicion de normalidad mediante la prueba de Shapiro
Wilkins posteriormente se aplico una prueba no parametrica de las medianas,
mediante el procedimiento de la técnica de Wilcoxon empleando el PROC.
NPAR1WAY de SAS (SAS, 1996). La incidencia de abortos fueron analizados a
través del método de regresion logistica empleando el PROC LOGISTIC de SAS
(SAS, 1996).

Los resultados obtenidos por estos métodos, permite concluir que la adicion
de un producto inmunoestimulante, no tuvo influencia en la incidencia de abortos
durante este periodo, la cual mostré un efecto no significativo P> .67. Para la
variable de cuenta blanca manifiesta una diferencia estadistica (P>.1). En pruebas
de funcionamiento hepatico a pesar de ciertas diferencias graficas no hubo
diferencia estadistica (P>.1). El monitoreo de brucela como prueba de referencia
en el transcurso del estudio, las vacas que abortaron fueron negativas a esta

enfermedad descartandose la influencia de este factor.
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1.- INTRODUCCION

El desarrollo y mantenimiento de una industria ganadera lucrativa se basa
en una eficiente reproduccion, ya que a través de ella podemos obtener leche,

carne y derivados.

Uno de los objetivos con mayor relevancia para los productores del sector

pecuario es la prevencion de abortos incrementando la eficiencia de la salud
animal y el bienestar de acuerdo a los diferentes sistemas de produccion.
Los abortos figuran como causantes de las mayores perdidas econdmicas en la
industria ganadera a nivel mundial, pero la identificacion de las causas solo se
logra en menos de la mitad de los fetos abortados remitidos a los laboratorios de
diagnostico. (Anderson, 2005; Klingber 1987).

El aborto puede presentarse en forma esporadica, endémica o en forma de
brote y pueden ser de origen infeccioso y no infeccioso por lo que establecer el
agente causal ha sido dificil, los agentes infecciosos con o sin tropismo por las
membranas fetales y/o fetos son la Brucela, Leptospira, Diarrea viral bovina,
Aspergillus sp., Neospora caninum, y pueden ocasionar en el embrion o feto un
conjunto de fetopatias dependiendo del periodo de la gestacion y de la virulencia

del agente infeccioso. (Rivera, 2001).

Estudios realizados revelan una variedad de causas infecciosas con
diferencias regionales. Clima, tipo de produccion, alimentacién, movimientos de
animales, practicas de manejo, poblaciones de animales silvestres, programas de
vacunacion, asi como la calidad de las muestras que son remitidas a los
laboratorios de diagnostico y las técnicas que alli se realicen, van a influir en la
clasificacion de causas de abortos en cada area. (Easton et al., 2003; Anderson,
2005).
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1.1 Hipotesis.

Con el uso de un producto Inmunoestimulante e Inmunomodulador se es

posible mejorar la salud del ganado bovino y reducir los indices de aborto.

1.2 Objetivo.

Determinar el efecto de un producto Inmunoestimulante en ganado lechero,
que a través del estimulo inmunitario inespecifico disminuya la incidencia de
abortos en una explotacion lechera, estimulando la capacidad innata de los

animales, incrementando la resistencia a factores causantes de abortos.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Aborto

Se define como finalizacion espontanea o inducida antes de que el feto
haya alcanzado el desarrollo suficiente como para poder vivir después de su
nacimiento. (Mosby 2000; Cesar et al., 2000).

El comité para la nomenclatura en reproduccion bovina, (Cornell Vet.,
1972). Define al aborto como la pérdida del producto de la concepcién a partir del
periodo fetal (aproximado a 42 dias) hasta antes de los 260 dias en caso del
bovino. La pérdida antes de los 42 dias post concepcion es denominado pérdida

embrionaria. (Rivera et al., 2003).

2.2 Impacto Econdmico del Aborto.

Las interrupciones en la gestacion causan grandes pérdidas economicas a
la industria ganadera. La pérdida real en pesos (M/N) es variada en parte, debido
a que los costos y ganancias en la industria ganadera son de acuerdo al tipo de
produccion (tecnificada y en pastoreo). Estas perdidas econdmicas son resultado
de una menor eficiencia en la produccion, ya que los gastos que se deben tener
en cuenta son: alimentacion, los cuidados médicos efectuados a lo largo de un
periodo seco prolongado, los costos relacionados a la deteccién de celos y la
compra de semen e inseminacion.

Se estima que un aborto en ganado lechero cuesta por lo menos 1,000
dolares Americanos, e incluso segun casos conservadores de otros autores, los

costos promedio se encuentran en 1,200 y 1,500 dolares (Puente, 2002).
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2.3 Etiologia del Aborto

Las causas que ocasionan el aborto son multiples y varian desde origen
genético (mal formaciones congénitas, aberraciones cromosomicas) infeccioso
(protozoos, hongos bacterias y virus) hasta el ambiental (deficiencias nutricionales,
plantas tdxicas, temperatura elevada, mal manejo, estrés). Los agentes
infecciosos mas comunmente involucrados con el aborto son de tipo bacteriano,
viral, parasitario y micotico, cualquiera de estas causas puede interferir con el
desarrollo del embrién o feto en forma directa o indirecta. (Thurmond et al., 1990;
Shearrer, 1990; Millar, 1980; Ventura, 2000).

Sin embargo la mayoria de las causas son de tipo no infeccioso siendo su
identificacidon mas dificil porque muchas veces la causa no es detectable en la
muestra colectada (causas toxicas o genéticas), o no se cuenta con la herramienta
diagndstica o con la muestra adecuada. (Dayley, 2000).

Por lo que se recomienda que las practicas de prevencioén de enfermedades de los
animales deben ser objeto de cuidado técnico integral, incluyendo aspectos tales
como la alimentacién (Obando et al., 2002).

El alimento enmohecido es un problema bien conocido en los animales
domésticos (Smith et al., 1995). En la actualidad la ingestion prolongada de
toxinas fungicas (micotoxinas) esta incidiendo de forma tal que la salud de las
vacas se ve comprometida a consecuencia de inmunosupresién y contribuye para
que se produzcan abortos asociados a distintas etiologias, por lo que representa

un factor limitante para el desarrollo ganadero (De Luca, 2006).
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2.4 Situacion de las micotoxinas en el aborto.

Las micotoxinas son metabolitos toxicos (Medina et al., 1997). Que son
producidas por diversos hongos que crecen y se pueden encontrar de modo
natural en un gran numero de productos agricolas, utilizados como materias
primas para la preparacion de alimentos balanceados para animales. (Requena et
al., 2005).

La exposicion a las micotoxinas es dificil de evitar, por que no es sencillo
prevenir el crecimiento fungico en los granos almacenados, sobre todo cuando
estan en areas de excesiva humedad durante largo tiempo, caracterizandose por
ser mutagénicas, teratogenicas, carcinogénicas e inmunosupresoras. (Perusia et
al., 2001).

Las micotoxinas que afectan a los animales son producidas principalmente
por hongos de los géneros Fusarium, Aspergillus y Penicillium, los cuales pueden
prosperar en cualquier sitio y etapa productiva en que los ingredientes o alimentos
sean almacenados en condiciones suficientes de humedad (superior a 20%),
temperatura (superior a 19°C) y con acceso a oxigeno. Estas toxinas causan sus
efectos desde niveles de dosis extremadamente bajos, expresados de modo usual
en términos de partes por billébn (americano, ppb), es decir, miligramos por
tonelada métrica. (Wangikar et al., 2004; McKean et al., 2005).

La forma de accién de las micotoxinas, en general actua sobre el intestino
causando remodelacion y muerte de tejidos. Las micotoxinas absorbidas son
entonces secuestradas en el higado como un mecanismo de proteccion (Hollinger
y Kperigin, 1999) por lo cual, un incremento de enzimas que se encuentran en los
hepatocitos, como son la alaninoaminotransferasa (A.L.T. 6 G.P.T.) vy la
aspartatoaminotransferasa (A.S.T. 6 T.G.0O.) son marcadores de una lesion

hepatica (Romero, 2001).
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El transporte por el sistema sanguineo les permite afectar otros érganos,
provocando interferencias con la formacién de complejos ARN-ribosémicos y con
la transduccién de sefiales intracelulares, asi como alteraciones de ADN. Un
efecto caracteristico comun a las micotoxinas es la reduccidn de la respuesta
inmune hacia otros desafios de enfermedades. Es debido a esta accion que las

micotoxinas provocan la mayor parte de sus efectos (Hollinger y Kperigin, 1999).

2.5 Métodos para evitar los efectos de las micotoxinas.

Las estrategias mas comunes pueden dividirse en tres, fisicas, quimicas y
microbioldgicas destinados a destruir, modificar o adsorber las micotoxinas, y por
lo tanto eliminar o disminuir sus efectos toxicos. En los métodos quimicos, se ha
utilizado la amonizacion y nixtamalizacion. Otros agentes utilizados son los
oxidantes (peroxido de hidrogeno, ozono), o algunos acidos y alcalis. (Scout,
1998) Sin embargo estos métodos son caros y no totalmente efectivos para
eliminar las micotoxinas. La descontaminacion biolégica mediante la utilizacién de
microorganismos es otra de las estrategias utilizadas, algunas bacterias lacticas o
levaduras (Saccharomyces cerevisiae) que se utiliza en la fermentacién de
alimentos (Shetty y Jespersen, 2006). Poseen estructuras con capacidad para
adherir micotoxinas (Yoon y Baequer, 1999, Stanley Et, al 1993). Los métodos
fisicos utilizados son la inactivacion de las micotoxinas con elevadas
temperaturas, los rayo UV y X o las irradiaciones con microondas. Sin embargo el
uso de estas técnicas es poco practico y no son eficientes en su totalidad o
pueden disminuir el contenido de micronutrientes de los alimentos (Kubena et al.,
1998).

Los mayores esfuerzos recientemente se han dirigido a eliminar o reducir el
impacto de las micotoxinas en los animales mediante el uso de diferentes
productos adsorbentes (Ramos et al., 1996). Los sustratos mas utilizados son los
aluminosilicatos (zeolitas naturales, clinoptilolita, aluminosilicatos de sodio y calcio
hidratados, bentonitas naturales, montmorillonita) incluyendo el carbén activado o

diferentes polimeros especiales (Huwig et al., 2001).
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Sin embargo la eficacia de los adsorventes de las micotoxinas depende
principalmente de la estructura quimica del adsorvente y la toxina. Muchos de
estos adsorventes tienen la capacidad de adsorcion para un pequefio grupo de
micotoxinas, pero no para todas. Por ejemplo los aluminosilicatos y calcio
hidratados tienen la capacidad de reducir los efectos de la AFB1 (Aflatoxina-B1)
pero no es efectiva a las fusarotoxinas (Patterson y Young, 1993).

Los efectos que causan las micotoxinas son altamente dependientes de su
dosis. No obstante la dosificacion de ciertas cantidades minimas en extremo ha
llegado a sugerir un incremento de la funcion inmune, con la ingestiéon de dosis
mayores que esos niveles se inhibe severamente esa respuesta (Jacobsen et al.,
1993).

2.6 Sistema lnmune

El sistema inmune no solo es util; es esencial para la vida misma un,
aspecto clave de la inmunidad innata es la capacidad del cuerpo de enfocar estos
mecanismos innatos de defensa en los sitios de infeccién bacteriana. (Tizard,
2002).

El sistema inmune consiste en dos brazos distintos, sistema inmune
‘natural” y el sistema inmune “adquirido”, los cuales “trabajan” para prevenir
infecciones. El sistema inmune natural, como su nombre implica, consiste en
luchar con las primeras etapas de infeccion. Este sistema esencialmente
proporciona la primera linea de defensa contra patégenos; si es bacteriano viral
protozoario o fungicida, como barrera delantera, proporcionando el tiempo
requerido, para el sistema adquirido para desarrollar una respuesta de anticuerpo
contra un patdégeno especifico. (Desarrollando los anticuerpos contra patdgenos
especificos requiere dias o semanas.) Los componentes del sistema innato
incluyen las barreras fisicas epiteliales, el acido gastrico, las enzimas digestivas y
las actividades de las células fagocitarias que se pueden reclutar en cualquier sitio

de infeccion.
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El segundo brazo, sistema inmune adquirido es caracterizado por la
produccion de los anticuerpos que son dirigidos contra patdégenos especificos, los
patdogenos pueden ser fagocitados y digeridos por células de presentacion

antigénica (Janeway et al., 2001).

Propiedades Biologicas

Las propiedades biologicas que le permiten ejercer su funcion son las
siguientes: 1) diapédesis, por medio de la cual los leucocitos atraviesan las
paredes de los capilares sin afectarse en su integridad celular.

2) Los movimientos ameboideos, propiedad que le permite desplazarse entre los
tejidos para llegar al lugar donde son requeridos.

3) Quimiotaxismo, en razén del cual pueden identificar exactamente el lugar del
cuerpo donde se ha producido la agresion al tejido.

4) Fagocitosis, propiedad en virtud en las cuales las células blancas, luego de
ubicar y fijar al agente agresor, lo engullen y lo digieren, muriendo en esta accion
pero logrando su objetivo de neutralizar o eliminar el microorganismo.

5) Produccion de anticuerpos, por ello elaboran sustancias denominadas
anticuerpos que son capaces de adherirse al agente biolégico agresor y ocasionar
el dafo irreparable al mismo. Los leucocitos cumplen su accion en forma directa
(inmunidad celular) o a través de sustancias especificas como los anticuerpos

(Inmunidad humoral) (Ramirez, 2006).

Tipos de leucocitos

Se han identificado varios tipos de células del sistema inmune innato,
incluso tiene sus funciones diferentes (Ramirez, 2006). Se les clasifica en:
1) Granulositos, y 2) agranulocitos. Entre las primeras se sefialan tres clases
denominadas:
a) Neutrofilos. Células fagocitarias y se generan en el hueso liberandose a la
sangre circulante donde funcionan para resguardar los sitios de infeccion (Burton y
Erkine, 2003).

18



b) Eosinofilos. Responsables de muchas funciones proinflamatorias, las cuales
interactian con otras células por la expresidon de multiples receptores en su
superficie.

c) Basofilos. Tienen una activa participacion en la respuesta inmunitaria a través

de la liberacion de histamina.

Entre los granulositos se encuentran los denominados.

a) Linfocitos. Son de dos tipos principales, atendiendo a su origen y funcién:
células T, que se diferencian en el timo, y las células B, que se diferencian en el
higado y bazo fetal, y en la medula ésea del adulto.

b) Monocitos. Su funcién es fagocitar restos celulares y particulas (Enciclopedia,
2006).

En discusion de “brazos” naturales y adquiridos del sistema inmune, implica
por separado, que estos sistemas funcionan independientemente. Sin embargo
existe relacion de funcion mientras el sistema natural representa la primera linea
de defensa contra patégenos, proporcionando el tiempo requerido para el sistema
adquirido, para desarrollar una respuesta de anticuerpo contra un patégeno
especifico. Por ejemplo: La activacion de neutrofilos que invaden los patégenos
cual hace que los neutrofilos activen Interleucina-1 en el cual alteradamente

estimula el sistema inmune.

Se ha reportado que un producto desarrollado recientemente por Steve
Puntenney (abril 2005), quién afirma, que por sus ingredientes activos es un
producto Inmunomodulador y potencializador de la respuesta inmune innata
mejorando con efectividad la salud y el rendimiento en los bovinos, ovinos y
caprinos. Fungicida y adsorbente de micotoxinas para materias primas, granos,
forrajes y alimentos balanceados, Incrementa el numero de neutréfilos, L-
selectina, Interleuquina -1B y linfocitos aun en condiciones de inmunosupresion
(estrés). Por su excipiente, posee una accién adsorvente evitando los efectos

nocivos de las micotoxinas sobre los diversos tejidos de los animales domésticos.
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2.7 Producto Inmunoestimulante.

Ingredientes:

(OF- T 0.2-0.8%

Ca(nomenosde) 0.2%

Mg (no menos de) 2.2%

Mn (no menos de) 45 ppm.

Excipiente c.b.p..... 100 g

PRINCIPIOS ACTIVOS: Derivados proteicos de plantas, polvo detrichoderma
longibrachiatum.

EXIPIENTE: Aceite mineral aluminosilicato de calcio, aluminosilicato de sodio,
tierra de diatomeas.

Este producto, segun su desarrollo y procedimiento, tiene la propiedad de elevar la
produccién de las L-selectinas.

Las rondas de los neutrofilos estdn medidas por interacciones débiles entre
una molécula extracelular de adhesiéon de los neutrofilos (L selectina) y otras
moléculas de adhesion asociadas con la superficie de células endoteliales (Burton
y Erskine, 2001).

Neutrofilos, son células fagocitarias que se generan en el hueso liberandose a la
sangre circulante donde funcionan, monitoreando los sitios de infeccion
‘rondando” por el recubrimiento interno endotelial de los vasos sanguineos, donde
la produccion local de citosina hace que se adhieran firmemente al sitio de la
infeccion, emigren a través del endotelio hacia los patéogenos y después los
engolfen mediante fagocitosis (Burton y Erskine, 2003).

Después de la ingestion, los neutrofilos digieren a los patégenos utilizando uno de
dos mecanismos: haciéndolos explotar después de un proceso oxidativo o
enfocandolos dentro de los lisosomas. Un importante estudio realizado
recientemente mostré que los neutrofilos también forman “redes” bactericidas
extracelularmente, las cuales consisten en ADN. Y una mezcla de proteasas que

digiere a los patogenos (Brinkmann et al., 2004).
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La L-selectina es critica en este proceso y algunos estudios recientes han
mostrado que el estrés mediado por glucocorticoides, y la inmunosupresion,
producen una reduccion de la funcién inmune innata, causando la liberacién de la
reserva extracelular de L-selectina de los neutrofilos (Tempelman et al., 2002;
Weber et al., 2001).

Esto reduce o elimina la capacidad de los neutrofilos de ir en busca de
patégenos y exacerba las posibilidades de que avance la infeccién. Un ejemplo de
esto ocurre en bovinos, donde de forma natural, las defensas empiezan a
disminuir 2 o 3 semanas antes del parto, y la actividad de los neutrofilos y
linfocitos disminuye hasta un 50% (Kehrli et al., 1989).

Las razones de inmunosupresion son: El parto, siendo el cortisol
(glucocorticoide) producido por el feto el principal factor que genera los cambios
hormonales y a su vez ejerce efecto inmunosupresor.

Durante la gestacion, la progesterona es la hormona dominante, unos 30 dias
antes del parto, el cortisol fetal estimula a la placenta para iniciar la secrecion de
estrégenos. Los estrégenos juegan un papel fundamental en el desarrollo de la
glandula mamaria, la sintesis de calostro y la preparacion al parto. Los niveles de
estrégenos durante el parto son entre 10 y 100 veces superiores a los niveles de
estrogenos normales del celo, y a estas concentraciones alteran la funcion
inmunitaria. Ademas, entre 24 y 48 horas previas al parto, los niveles de
prostaglandinas aumentan provocando la Iluteolisis, lo que resulta en la
disminucion de progesterona y el dominio definitivo de los estrégenos. Estos
cambios en los perfiles hormonales que desencadenan el parto son estresantes.
En situaciones de estrés se liberan cantidades importantes de cortisol. Los niveles
elevados de cortisol y estrogenos desencadenantes y al momento del parto, que
es cuando las vacas tienen maxima susceptibilidad a infecciones tales como
mastitis, metritis (Burton y Erskine, 2003; Kehrli et al., 1989).

El nivel maximo de glucocorticoides (relacionado con el estrés) que se presenta al
momento del parto, genera una marcada reduccion en la L-selectina de los
neutrofilos e incrementa la susceptibilidad a las infecciones (Burton y Erskine,
2003).
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De manera similar, la funcion de los neutrofilos también esta respaldada por una
variedad de otras moléculas incluyendo a la citosina proinflamatoria denominada
interleucina-1B (IL-1B), que es una citosina inducible que desempefia funciones
criticas en la capacidad de los neutrofilos de comunicarse con otras células y

mediar el secuestro de los patdgenos (Janeway et al., 2001).

Propiedades del producto

Neil et al., (2003). Basandose en la capacidad para inhibir el crecimiento de
hongos en el laboratorio, completando con una prueba de campo incluyendo 1,700
vacas en hatos que habian sufrido incidencia de abortos, Sindrome Hemorragico
Intestinal (SHI) por A. fumigatus y vacas sanas confirmadas por veterinarios,
habiendo asociado la enfermedad con A. fumigatus vacas que habian sufrido
incidencia de abortos micoticos, Sindrome Hemorragico Intestinal (SHI) o ambos.
Aungque no maneja datos estadisticos, reporta que el estudio con el producto
experimental parecid prevenir con éxito la incidencia de ambos trastornos, SHI y

abortos por hongos.

De acuerdo sobre algunos estudios de investigacién de este producto en
ganado rumiante, donde Wang et al., (2004). Compara bajo un desafié inmune el
inmunoestimulante regresa la L-Selectina a los valores normales distribuyendo
cinco grupos en tratamiento. Con Dexametasona la cual es utilizada en
investigacion para demostrar una inmunosupresion controlada del sistema inmune.
Grupo 1 el cual sirvi6 como grupo control, 2: Inmunosuprimido con
dexametasona, 3: Dexametasona + Inmunoestimulante, 4: Dexametasona con un
desafio al patdogeno AF (Aspergillosis Fumigatus) y 5: Dexametasona + desafio al
patogeno AF. + El Inmunoestimulante.

Cuando los animales fueron inyectados con dexametasona se observo que los
neutrofilos, L-selectinas e Interleucinas-1B fueron marcadamente reduciéndose
(p<.05). En tanto, durante las inyecciones diarias de los animales con

dexametasona todas las IL-13 fueron eliminadas. La adicion del producto a las
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dietas de dexametasona aumentaron L-selectina (p<0.05) pero no hubo efecto en
IL-13 (p<0.05); Cuando el alimento fue dado a los animales con altos niveles de
A. fumigatus, observaron poca diferencia en L-selectina e IL-13; Sin embargo la
adicion del producto a las dietas que contenian el moho, restauro los niveles
normales de L-selectina y de IL-1R.

Donde concluyen que el producto funciona en parte aumentando la funcién
innata del ganado rumiante con Inmunosupresion, datos que indican el potencial
del producto, para restablecer la capacidad de los neutrofilos de monitorear el
recubrimiento interno de los sitios de afeccion, indicando también que la funcién
de IL-113 permanece reprimida, aun en presencia del Inmunoestimulante. (Wang et
al., 2004).

La interleukina 1-B es una citosina involucrada en los procesos
inflamatorios. Es uno de los mecanismos involucrados en el envio de globulos
blancos al sitio de infeccion. (Janeway et al., 2001). Si esta en baja concentracion
el sistema inmune del animal no tendra una fuerte y rapida respuesta hacia el
patégeno invasor.

El inmunoestimulante regresa la IL-B a niveles normales en respuesta al desafio
Dexametasona + Aspergillus fumigatus. (Wang et al., 2004).

En el intestino sano, el mecanismo de “rondamiento’de los neutrofilos
asociados L-selectina. (L-selectina es una molécula neutrofilo-adhesiva sobre la
superficie del neutrofilo.) La L-selectina esta presente y en forma funcional en una
respuesta inmune para permitir al neutrofilo encontrar los sitios de recepcion,
moverse a través de la pared capilar y encontrar en el tejido que esta siendo
desafiado por el patégeno, si la L-selectina no esta presente en forma funcional
(no adherida al neutrofilo), el animal podria tener una respuesta masiva (altos
niveles de células sanguineas blancas circulantes) pero no seria efectiva y los
neutrofilos no serian capaces de causar fagocitosis de las células patdégenas
(Burton y Erkine, 2003).
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Puesto que las micotoxinas inciden de forma tal que la salud de las vacas
se ve comprometida a consecuencia de inmunosupresion, dafos hepaticos y las
estrategias para evitar sus efectos no son del todo efectivas, tomando como base
estos puntos, se puede decir que el producto puede ayudar a evitar los efectos
negativos de las micotoxinas en la salud y comportamiento del animal ligando

estas toxinas e incrementando el sistema inmune.

La inmunidad es un concepto extremadamente amplio y hay literalmente
docenas de métodos disponibles para determinar la funcion inmune (hemograma,
bioquimica, estudios de coagulacion), pero ningun laboratorio es capaz de
determinar todos los analisis de la inmunidad y consecuentemente a menudo es

dificil hacer comparaciones de un estudio (Romero, 2001).

Transaminasas

Son enzimas intracelulares en el organismo, dentro del grupo mas
importantes son:
La Aspartato aminotransferasa. Enzima que se encuentra localizada tanto a nivel
citoplasmatico como mitocondrial, de alli que se diga que es una enzima bilocular,
se encuentra ampliamente distribuida en musculo esquelético, ridn, cerebro y
principalmente en higado y corazén, donde esta en mayor concentracion.
Cualquier alteracion en estos tejidos, se vera reflejado en un aumento en el
torrente circulatorio de esta enzima, el cual sera directamente proporcional al dafo
tisular. (Pesce Et. al, 1991).
TGO: Transaminasa glutamicooxalacética. Esta presente en casi todos los
organos, dentro de las células, y que cuando se encuentra en sangre en niveles
muy elevados significa que ha habido destruccion celular.
TGP: Transaminasa glutamicopiruvica. Se localiza principalmente en el higado y
su mision es la fabricacion de glucosa. (Cucalén, 2000., Romero, 2001).

Pruebas de funcion hepatica de laboratorio con elevacion de las
transaminasas: (Serologias virales, Bioquimica, Biopsia). Estos procesos de
analisis clinicos que involucren directamente al tejido hepatico, la elevacion de las

transaminasas tiene un valor impredecible ya que un mismo valor puede
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corresponder a una variacion de la normalidad o ser la primera evidencia de una
enfermedad mortal. (No existe correlacion entre las cifras de transaminasas y el
grado de lesidon hepatica) No obstante existen unos rangos de valores que pueden
orientar sobre algunas etiologias (hepatitis crénica, cirrosis, hepatitis alcohdlica).
Resultando de gran utilidad el determinar los niveles sericos de Transaminasas,
como lo son la alanina aminotransferasa (ALT 6 TGP) y la aspartato
aminotransferasa (AST 6 TGO), ya que comparando los valores de actividad es
posible determinar alteraciones en estos patrones enzimaticos. (Pesce Et. al,
1991, Romero, 2001).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion del area de trabajo

La investigacion se llevd acabo en la Unidad de Produccion Lechera,
“Establo Beta San Gabriel”. Ubicada en la Comarca Lagunera, Carretera Torredn-
San Pedro Km. 39. Del municipio de Francisco |. Madero Coahuila, Localizado en
la latitud 26° Norte y una altitud de 1,400 metros sobre el nivel del mar. La
temperatura promedio es de 23.4 °C, siendo la temperatura maxima de 40 °C en
junio y la minima de -3°C en diciembre; la precipitacion pluvial promedio anual es
de 230 mm? (Comisién Nacional del Agua, 2003; Schmid, 1989). El establo cuenta
con una poblacion total de 7,500 animales, en sistema intensivo, teniendo un

promedio de produccion diaria de 34 litros por vaca, mediante 3 ordefias diarias.

3.2 Descripcién y organizacion de los animales

El estudio se realizo durante la época de invierno. Para la investigacion se
emplearon vacas de la raza Holstein Friesian, en estabulacion, en periodo seco,
con similar numero de lactancia, dias en leche, dias en gestacion y condicion
corporal.

Se identificaron vacas por entrar al periodo seco, posteriormente se
procedio a identificar de estas vacas las negativas a brucela, con las cuales se
llevo acabo el tratamiento, considerada la enfermedad mas comun, que afecta
principalmente al ganado vacuno, causante del aborto contagioso en esa especie,
por tanto descartar abortos por esta enfermedad (Manthei y Carter, 1950;
Dekeijzer, 1981; Crawford et al, 1990). Los muestreos fueron realizados durante
las fechas 10, 19, y 21 de noviembre del 2005. De acuerdo a los resultados
obtenidos en muestras de brucela por el Laboratorio de Analisis Clinicos y
Patologia Veterinaria de la Laguna, S.C. El 26 de noviembre del 2005, las vacas
que resultaron positivas a brucela fueron eliminadas, reestructurandose el grupo

experimental de 174 vacas negativas, de la manera siguiente:
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Vacas de primera lactancia de 137 a 157 dias de gestacion.
158 a 180 dias de gestacion

181 a 200 dias o mas de gestacion.

Vacas de segunda lactancia de 137 a 157 dias de gestacion
158 a 180 dias de gestacién

181 a 200 dias o mas de gestacion.

Vacas de tercera lactancia de 137 a 157 dias de gestacion
158 a 180 dias de gestacién

181 a 200 dias o mas de gestacion.

Con la finalidad de aleatorizar la variabilidad presente en el grupo de vacas
por estos factores al asignar por primera vez los tratamientos (0 g/vaca/dia de
Inmunoestimulante y 58 g/vaca/dia de Inmunoestimulante), quedando con similar
numero de lactancia, dias en leche, dias en gestacion, y condicién corporal, en

ambos grupos de vacas (tratadas y testigo) como se muestran el Cuadro 1.

Cuadro 1. Numero de vacas asignadas por cada dosis de producto y factores que

fueron aleatorizados al inicio del experimento.

Tx.1 Sin producto Tx.2 Con producto

0 g/vacal/dia 58 g/vacal/dia
No. De vacas 87 87
No. De lactancia 214 1.93
Dias en gestacién 167.10 168.37
Dias en leche 307.61 308.20
Condicién corporal 3.10 3.06

Una vez organizados los grupos con los cuales se llevaria acabo la prueba,
se fijo la fecha para dar inicio al agregar el producto Inmunoestimulante e
Inmunomodulador, al grupo tratado el cual estuvo en observacion junto al grupo

testigo. Dando inicio la prueba el 8 de diciembre del 2005.
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De acuerdo a las condiciones que se manejan dentro del establo se
asignaron dos corrales, dentro de los cuales estuvieron las vacas a disposicién de
manejo al monitoreo durante el periodo del 8 de diciembre hasta el momento del

parto empezando estos en el mes de febrero hasta el mes de abril del 2006.

El monitoreo de los animales consistié en tomar una muestra de 3 ml. De
sangre por puncion de la vena caudal y se deposito en un tubo al vacio
(vacutainer) con acido etilén-diamino-tetracetico (EDTA) como anticoagulante. Se
homogenizo y se transporto en refrigeracion al Laboratorio de Analisis Clinicos y
Patologia Veterinaria de la Laguna, S.C. Quien fue el encargado de determinar los
valores de las pruebas de funcionamiento hepatico (T.G.O. /A.S.T.), Mediante la
técnica de espectrofotometria (Maxine et al., 1984; Medway et al., 1973). Pruebas
serolégicas para brucela (Rivanol. NOM-0041) y Cuenta Blanca Diferencial a

través del método de Neubauer (Maxine et al., 1984; Medway et al., 1973).

Fechas de muestreo durante el tratamiento:

T. G. O. 15 de Diciembre del 2005., 9 de enero 15 de febrero del 2006.
Brucela. 15 de Diciembre del 2005. 9 de Enero 15 de Febrero del 2006.
Cuenta Blanca, 15 de Diciembre2005. 9 de Enero y 15 de Febrero del 2006.

La informacién obtenida en las muestras de laboratorio fue capturada y

procesada y analizados mediante el paquete estadistico SAS (SAS, 1996). Para

determinar los efectos del producto, en el comportamiento en los animales.
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4. Analisis estadisticos

4.1 Variables de estudio

Las variables de estudio fueron cuenta blanca diferencial y T.G.O. Obtenida
por el medio porcentaje relativos se hace términos a numero, (Maxine et al., 1984,
Medway et al., 1973). La presencia de abortos (si 0 no aborto para cada vaca) se
empleo para obtener la tasa de abortos por tratamiento, el monitoreo de brucela
sirvi6 como una prueba de referencia en el transcurso del estudio, para eliminar a
las vacas que resultasen positivas dado que al inicio del experimento eran

negativas a brucela.

4.2 Modelo estadistico.

Para las variables cuenta blanca y TGO. Se evalu6 primeramente la
condicién de normalidad mediante la prueba de Shapiro Wilkins resultando en que
las variables son no normales, posteriormente se aplico la prueba no parametrica
de las Medianas mediante el procedimiento de la técnica de Wilcoxon empleando
el PROC. NPARTWAY de SAS (SAS, 1996). y elaborando la representacion

grafica de las medianas en graficas de cajas.
La variable, tasa de abortos fue analizada mediante el método de regresion

logistica (Hosmer y Lemeshow, 1989) empleando el PROC LOGISTIC de SAS
(SAS, 1996).
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5. RESULTADOS

1. Cuenta Blanca Diferencial.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, la cuenta leucocitaria total
tuvo un efecto significativo (P<.1), en el numero de leucocitos, conforme las vacas
se aproximaban a la fecha de parto, cuyo comportamiento para este periodo fue
que al consumir 58 g/vaca/dia del producto, mostraron mayor cantidad
representado por la diferencia de neutrofilos en banda y eosinofilos por ml. de
sangre en comparacion al grupo de vacas testigo.

Para los conteos leucocitarios (linfocitos, monocitos, neutrofilos segmentados) no
hubo diferencias significativa (P>.4) al comparar las dosis de producto como se

muestran en las figuras 1-7.
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Figura 1. Mediana y rangos intercuartilicos para Cuenta Leucocitaria Total
durante la fase experimental (15 de diciembre del 2005 al 15 de febrero del 2006)
en vaca lechera Holstein por nivel de producto consumido por vaca/dia.

(*) Datos extremos considerados en la ejecucion estadististica.
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2. Neutrofilos totales.

No hubo un efecto significativo (P>.4), en el numero neutrofilos totales

durante la fase experimental por nivel de producto (58 g/vaca/dia) en comparacion

al grupo de vacas testigo.
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Figura 2. Mediana y rangos intercuartilicos para Neutrofilos Totales. Durante

la fase experimental (15 de diciembre del 2005 al 15 de febrero del 2006) en vaca

lechera Holstein por nivel de producto consumido por vaca/dia.

(*) Datos extremos considerados en la ejecucion estadististica.
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3. Neutrofilos segmentados.

No hubo un efecto significativo

(P>.4), en el numero neutrofilos

segmentados durante la fase experimental por nivel de producto (58 g/vaca/dia)

en comparacion al grupo de vacas testigo.
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Figura 3. Mediana y rangos intercuartilicos para Neutrofilos Segmentados

durante la fase experimental (15 de diciembre del 2005 al 15 de febrero del 2006)

en vaca lechera Holstein por nivel de producto consumido por vaca/dia.

(*) Datos extremos considerados en la ejecucion estadististica.
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4. Neutrofilos en Banda.

Hubo un efecto significativo (P<.1), en el numero neutrofilos en Banda

durante la fase experimental por nivel de producto cuyo (58 g/vaca/dia) en

comparacion al grupo de vacas testigo.
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Figura 4. Mediana y rangos intercuartilicos para Neutrofilos en banda

durante la fase experimental (15 de diciembre del 2005 al 15 de febrero del 2006)

en vaca lechera Holstein por nivel de producto consumido por vaca/dia.

(*) Datos extremos considerados en la ejecucion estadististica.
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5. Linfocitos.

No hubo un efecto significativo (P>.4), en el numero de linfocitos durante la

fase experimental, por nivel de producto (58 g/vaca/dia) en comparacién al grupo

de vacas testigo.
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Figura 5. Mediana y rangos intercuartilicos para Linfocitos durante la fase

experimental (15 de diciembre del 2005 al 15 de febrero del 2006) en vaca lechera

Holstein por nivel de producto consumido por vaca/dia.

(*) Datos extremos considerados en la ejecucion estadististica.

34



6. Monocitos.

No hubo un efecto significativo (P>.4), en el numero de monocitos durante

la fase experimental por nivel de producto (58 g/vaca/dia) en comparacion al grupo

de vacas testigo.
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Figura 6. Mediana y rangos intercuartilicos para Monocitos durante la fase

experimental (15 de diciembre del 2005 al 15 de febrero del 2006) en vaca lechera

Holstein por nivel de producto consumido por vaca/dia.

(*) Datos extremos considerados en la ejecucion estadististica.
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7. Eosinofilos.

Hubo un efecto significativo (P<.1), en el numero de Eosinofilos durante la

fase experimental por nivel de producto (58 g/vacal/dia) en comparacion al grupo

de vacas testigo.
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Figura 7. Mediana y rangos intercuartilicos para Eosinofilos durante la fase

experimental (15 de diciembre del 2005 al 15 de febrero del 2006) en vaca lechera

Holstein por nivel de producto consumido por vaca/dia.

(*) Datos extremos considerados en la ejecucion estadististica.
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8. Transaminasas.

La comparacion en los grupos de estudio en el experimento, el agregar
58g/vacal/dia del producto al alimento en vacas lecheras en periodo seco durante
la fase experimental no mostro efecto significativo (P<.1) en TGO. Aunque en el
segundo periodo existe diferencia significativa (P<.05) y se observa una
disminucion en el final de la fase experimental cuando el grupo de vacas se
acercaba a presentar partos, en el analisis ejecutado no representa una diferencia
estadistica (P<.1).
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Figura 8. Mediana y rangos intercuartilicos para Cuenta de funcionamiento
hepatico durante la fase experimental (15 de diciembre del 2005 al 15 de febrero
del 2006) en vaca lechera Holstein por nivel de producto consumido por vaca/dia.

(*) Datos extremos considerados en la ejecucion estadististica.
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Abortos

Durante el monitoreo que se realizo en el conteo presencia de abortos (si o
no aborto para cada vaca) para obtener la tasa de abortos por tratamiento, se

obtuvieron los siguientes resultados.

Frecuencia de Abortos Total de vacas No. De abortos
Tx1: sin producto  1.7% 87 2
Tx2: con producto  2.6% 87 3

La incidencia representa el 1.7% para el grupo (Tx1) sin producto, y el 2.6%
para el grupo (Tx2) con producto, tomando en cuenta que las vacas abortadas son

negativas a brucela por lo que se descarta la influenza de este factor.
La frecuencia de abortos con causa diferentes a brucela al aplicar un

producto inmunoestimulante con respecto al no aplicarlo no mostré un efecto

significativo P> .67.
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6. DISCUSION

Con base en lo anterior mediante el método empleado y analisis aplicado,
las vacas en el (Tx2) con producto no hubo una diferencia significativa (P<.67) en
la incidencia tasa de abortos comparada con el (Tx1) sin producto, ya que este se
enfoca mas al efecto de abortos producidos a través de inmunosupresion causada
por micotoxinas (Steve Puntenney, abril 2005), tomando en cuenta que el aborto
es considerado multifactorial (Easton et al., 2003; Anderson, 2005). Y los
porcentajes que se observaron en el transcurso del experimento 1.7% para el

grupo (Tx1) sin producto y el 2.6% para el (Tx2) con producto son bajos.

El producto reportado inmunomodulador y potencializador de la respuesta
inmune, razén por la cual se considera que influye como tal, de acuerdo a los
resultados obtenidos en el estudio, las vacas del (Tx2) con producto muestran una
diferencia significativa (P<.1) en la variable cuenta leucocitaria (Fig.1) siendo esta
diferencia conforme las vacas se aproximaban a la fecha de parto, cuyo
comportamiento para este periodo fue que al consumir 58 g/vaca/dia del producto
mostraron mayor cantidad de neutrofilos en banda y eosinofilos (Fig. 4 y 7) por ml
de sangre en comparacion al grupo de vacas del (Tx1) sin producto. Para los
conteos leucocitarios (linfocitos, monocitos, neutrofilos segmentados) no hubo

diferencias significativa (P>.4) al comparar las dosis de producto.

Las micotoxinas absorbidas aun secuestradas en el higado como un
mecanismo de proteccidbn por lo cual, un incremento de enzimas que se
encuentran en los hepatocitos, como son la alaninoaminotransferasa (A.L.T. 6
G.PT.) y la aspartatoaminotransferasa (A.S.T. 6 T.G.0.) que son marcadores de
una lesion hepatica (Romero, 2001). Se observa graficamente en la figura 8 que
hubo un incremento en el grupo no tratado, sin embargo, al ejecutar el analisis
estadistico solo hubo diferencia (P<.05) en el segundo periodo, pero en general

no hubo diferencia significativa (P<.1).
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7. CONCLUSIONES

Con base en los resultados en el presente estudio resulta que:

1.- La hipdtesis resulto ser negativa.

2. La hipétesis planteada en la investigacién no pudo ser probada por que no hubo

diferencia estadisticas entre ambos tratamientos.

3.- La adicién de un producto inmunoestimulante durante el periodo seco de
bovinos productores lecheros, no tuvo influencia en la incidencia de abortos

durante este periodo.

4.- Los analisis estadisticos efectuados muestran diferencias significativas (P<.1)
en la (Fig. 1, 4, 7) en los parametros de inmunidad (cuenta leucocitaria) por lo que
los animales que consumieron producto pueden estar mejor preparados a futuro
para desafiar factores patégenos en comparacion del los animales que no

consumieron el producto.

5.- Aunque hubo ciertas diferencias graficas en los parametros de pruebas de
funciones hepaticas (Fig. 8), los analisis efectuados no muestran diferencia

estadistica (P<.1).
6.- El costo econdmico de $ 3.00 Por vaca/dia, tiene una repercusion negativa

para el ganadero ya que no se considera necesario la adicion de producto durante

este periodo.
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8. RECOMENDACIONES

1. Las pruebas que se realizaron no son significativas para evaluar un

incremento de la inmunidad.

2. Se necesitan pruebas especificas y mas costosas para determinar los

valores de L-selectina.

3.- Se recomienda continuar el estudio en vacas en lactacion debido a que
esas pequefas diferencias graficas en el incremento de cuentas leucocitaria y
resistencia inespecifica pueda representar en la mejoria de la salud en los
animales tratados al incorporarse a la lactancia (incidencia de retencion

placentaria, metritis, mastitis y fertilidad futura).

4.- La aplicacion correcta de pruebas, es parte fundamental para el diagnostico
y pronostico al monitoreo de productos inmunoestimulantes; por lo que los
resultados obtenidos deben de tomarse en cuenta como informacion basica
para la consecutiva aplicacion de métodos complementarios (pruebas de
campo y de laboratorio), que permitan que el diagnostico sea lo mas acertado

posible.
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