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RESUMEN GENERAL

NIVELES ENERGETICO-PROTEICOS DE LA DIETA EN LA RESPUESTA
INMUNOLOGICA Y PARASITOLOGICA DE OVINOS CONFINADOS!

Se realizé una revision de literatura sobre el desequilibrio proteico-energético
causado por nematodos gastrointestinales (NGI) en pequefios rumiantes y su
relacion con la respuesta inmunoldgica. Se discutio el papel de la suplementacion
de energia y proteina en el desarrollo de resistencia a NGI. En el primer estudio
se evalud la respuesta parasitologica y la inmunidad humoral de corderos
Pelibuey infectados experimentalmente con Haemonchus contortus, con el
empleo dos niveles de energia y de proteinas en la dieta. Se determiné el conteo
fecal de huevos (CFH), el volumen celular aglomerado (VCA), las proteinas
plasmaticas totales (PPT) y los niveles de inmunoglobulina (IgA, IgG e IgM). Las
dietas altas en energia tuvieron los menores CFH (p<0.01) independientemente
de los niveles de proteina. El efecto del alto nivel de energia también se observo
a través del tiempo, el CFH disminuy6 mientras que el VCA 'y la PPT aumentaron.
También se observé el efecto del sexo, donde se obtuvieron niveles mas altos de
inmunoglobulina en las hembras que en los machos (p<0.05). Sin embargo, los
niveles de energia y proteina de las dietas no afectaron los niveles de
inmunoglobulinas. En un segundo estudio en ovejas Pelibuey en condiciones de
pastoreo se evaluo el efecto del estado reproductivo y dos niveles de energia alta
(N= 24) y baja (N=24) y proteina alto (N=24) y bajo (N=24) sobre la respuesta
parasitolégica y hematoldgica. Se determin6 el CFH, VCA vy eosindfilos (EOS).
Los valores del CFH y VCA, mostraron un mejor comportamiento (p<0.05) en los
animales vacios y con alto nivel de proteina en la dieta. La suplementacién con
niveles altos de proteina mejora la respuesta hematoldgica y contra parasitos de
ovejas Pelibuey en condiciones de pastoreo, mientras que la energia afecta la
respuesta inmune parasitologica y humoral de corderos Pelibuey infectados.

Palabras clave: Ovinos Pelibuey, nematodos gastrointestinales, estado
reproductivo y manejo nutricional

1Tesis de Doctorado en Ciencias en Innovacion Ganadera, Posgrado en Produccién Animal,
Universidad Auténoma Chapingo

Autor: Yoel Lépez Leyva

Director: Roberto Gonzélez Gardufio
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GENERAL ABSTRACT

ENERGY-PROTEIN LEVELS OF THE DIET IN THE IMMUNE AND
PARASITOLOGICAL RESPONSE OF CONFINED SHEEP?

A literature review was carried out on the protein-energy imbalance caused by
gastrointestinal nematodes (GIN) in small ruminants and its relationship with the
immune response. The role of energy and protein supplementation to improve the
resistance against GIN was discussed. In the first study, the GIN response and
humoral immunity of Pelibuey lambs experimentally infected with Haemonchus
contortus were evaluated, using two levels of energy and protein in sheep’s diet.
Fecal egg count (FEC), packed cell volume (PCV), total plasma protein (TPP) and
immunoglobulin levels (IgA, 1IgG and IgM) were determined. The high-energy diets
had the lowest FECs (p<0.01) regardless of protein levels. The effect of the high
energy level was also observed on time, FEC decreased while PCV and TPP
increased. The effect of gender was also observed, due to the higher level of
immunoglobulins obtained in females compared with sheep males (p<0.05).
However, the energy and protein levels of the diets did not affect immunoglobulin
levels. In Pelibuey sheep under grazing conditions, the effect of reproductive
condition two levels of high (N = 24) and low (N = 24) and high (N = 24) and low
(N = 24) energy on the response were evaluated. Parasite and hematological
FEC, PCV and eosinophils (EOS) were determined. The FEC and PCV values
showed a significant better behavior (p<0.05) in the empty animals and with a
high level of protein in the diet. Supplementation with high protein levels improves
the parasitological and hematological response of Pelibuey sheep under grazing
conditions, while energy affects the parasitological and humoral immune
response of infected Pelibuey lambs.

Key words: Pelibuey sheep, gastrointestinal nematodes, reproductive status and
nutritional management

2Doctoral Thesis in Livestock Innovation, Graduate Program in Animal Production, Universidad
Auténoma Chapingo

Author: Yoel Lopez Leyva

Advisor: Roberto Gonzéalez Gardufio



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

El parasitismo gastrointestinal es uno de los principales problemas que afectan
la salud de los rumiantes en pastoreo. Las especies mas abundantes de parasitos
incluyen a los nematodos gastrointestinales (NGI) entre los que destacan
Haemonchus contortus y Trichostrongylus colubriformis por su alta prevalencia y
patogenicidad (Torres-Acosta et al., 2012) ademas de Cooperia curticei y
Oesophagostomum spp., los cuales también son abundantes en los climas
calidos. La importancia de estos parasitos se debe a que provocan disminucién
del comportamiento productivo, reproductivo y ponen en riesgo la vida de los
animales al afectar la salud del huésped (Emery, Hunt, & Le Jambre, 2016). Los
signos clinicos que se observan con la infeccion de los NGI incluyen la pérdida
de peso, anemia severa, ulceraciones, congestion de la mucosa, engrosamiento
de las paredes, focos hemorragicos e hiperplasia de las glandulas con infiltracién
de linfocitos y eosinofilos, hasta el deterioro de la condicion corporal de los
animales e incluso la muerte de los animales con alta susceptibilidad (Idika,
Chiejina, Mhomga, Nnadi, & Ngongeh, 2012).

El control de los NGI se ha realizado comunmente con antihelminticos, los cuales
inicialmente tuvieron alta eficacia, sin embargo, actualmente se cuestiona su
utilidad profilactica y terapéutica, pues los parasitos han desarrollado resistencia
a los antihelminticos (Baltrusis, Halvarsson, & Hoglund, 2018; Reyes-Guerrero et
al.,, 2020). En los rumiantes, las principales especies de NGI tienen
caracteristicas genéticas que favorecen los mecanismos de resistencia a estas
sustancias quimicas (Raisova et al., 2018). La resistencia antihelmintica se ha
definido como la disminucién de la eficacia de un compuesto quimico contra una
poblacién de parasitos que, por lo general, es sensible a esa droga y es de
naturaleza genética (Rodriguez, Arece, Olivares, Aleman, & Sanchez, 2015).
Varias estrategias se han utilizado para disminuir los efectos de la resistencia
antihelmintica: el uso de hongos nematéfagos (Ribeiro & de Araujo, 2014), la

seleccién de genotipos resistentes (Gonzalez et al., 2008), el uso de plantas con
1



potencial antiparasitario (Marie-Magdeleine et al., 2020), la aplicacion de
tratamientos selectivos (Westers et al.,, 2017), alternativas quimioterapéuticas
(Mrav&akova et al., 2019), y ultimamente inducir la respuesta inmune del huésped
con el manejo nutricional (Cruz-Tamayo et al., 2020).

Debido a la baja efectividad en muchos de los productos quimicos, la seleccion
de ovinos con alta resistencia natural contra los NGI es importante, sobre todo
en las ovejas en lactancia las cuales sufren una reduccién en la inmunidad en el
periparto, lo que se asocia con una alta fecundidad de las hembras de NGI,
trayendo como consecuencia elevada cantidad de huevos eliminados por gramo
de heces (HPG) e incrementando la susceptibilidad a otras infecciones (Hamer,
Mcintyre, Morrison, Jennings, & Robert, 2019). Ademas, el incremento en el
conteo fecal de huevos (CFH) de NGI junto con la depresion inmunolégica en
ovejas lactantes (Gonzalez et al., 2017) se asocian con pérdida de peso por el
incremento en las necesidades para sostener a su cria, o que puede conducir a
una severa desnutricion y a la muerte de las ovejas y de sus crias debido a que
los corderos al no tener inmunidad innata contra NGI se ven expuestos a la
infeccion. Houdijk (2008) indic6 que el aumento en la demanda nutricional
durante la gestacion y en la lactancia, por escasez de nutrientes afecta la
expresion de la inmunidad adquirida contra los parasitos, y por lo tanto en una

mayor eliminacion de huevos.

La respuesta inmune local en la mucosa gastrica es esencial para el desarrollo
de resistencia contra NGI (Mihi et al., 2014). La deficiencia de nutrimentos reduce
la cantidad y calidad de linfocitos T y B, y también los mecanismos de eliminacién
de los agentes patdgenos, como son los fagocitos y el sistema del complemento
(Segurola, Céardenas & Burgos, 2016). En este sentido, un desequilibrio
nutricional afecta la competencia del sistema inmune (Chandra, 1997). Muchos
de los componentes del sistema inmune como inmunoglobulinas, mucoproteinas
y productos de células inflamatorias son de naturaleza proteica, por lo que se
espera que los individuos hagan uso de las fuentes de proteinas, principalmente

2



en momentos donde se requiere mayor participacion del sistema inmunitario

(Goldberg, Ciappesoni, DeBarbieri, Rodriguez, & Montossi, 2011).

Se ha mencionado que la relajacion periparto e inmunidad estan ligadas a las
necesidades crecientes de energia y proteina para el crecimiento del feto, asi
como a cambios hormonales (Mufioz-Guzman, Cuenca-Verde, Buendia-
Jiménez, & Alba-Hurtado, 2019). La alimentacion balanceada contribuye a
reducir la magnitud o duracion del alza periparto, la cual es el incremento en el
CFH alrededor del parto, al mejorar la respuesta inmune de las ovejas (Werne et
al., 2013). La suplementacion proteica puede ser una medida de reduccion del
CFH especificamente en las etapas criticas del ultimo tercio de gestacion y
lactancia y junto con los suplementos energéticos mejoran la respuesta inmune
(Goldger, Ciappesoni, & Aguilar, 2012), asi también se mejora la condicidon
corporal de las ovejas en el periodo periparto (Houdijk, Jackson, Coop, &
Kyriazakis, 2006). De lo anterior se pudiera pensar que, en dependencia del
estado reproductivo y un manejo nutricional de las ovejas en pastoreo, se tendran
efectos en la respuesta contra los NGI. En el caso de corderos, se ha sugerido la
estabulacion como una alternativa para reducir la infeccion con NGI. Sin
embargo, cuando se estabulan corderos infectados y existe resistencia
antihelmintica, no se conocen los dafios ocasionados por la infeccién. Por tanto,
una duda que surge es si los animales estabulados con una alimentacién
balanceada pueden incrementar la respuesta inmune lo que contribuye a modular

la infeccidon con NGI sin aplicar antihelmintico.



Hipotesis

Altos niveles de energia y de proteina en comparacion con los niveles minimos
recomendados por el NRC incrementan la respuesta hematolégica e

inmunoldgica en corderos en crecimiento y en ovejas durante la lactancia.
Objetivos
Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes niveles de energia y proteina en la respuesta
parasitolégica, hematoldgica e inmunoldgica de corderos confinados y ovejas

durante la gestacion y lactancia en pastoreo.
Objetivos especificos

1. Evaluar el nivel de energia y proteina en las respuesta parasitologica,

hematoldgica e inmunoldgica de corderos en confinamiento.

2. Evaluar el nivel de energia y proteina en la respuesta parasitoldgica y

hematolégica durante el periparto de ovejas Pelibuey en pastoreo.

El trabajo incluye cuatro capitulos adicionales. En el Capitulo 2 se presenta una
revision de literatura sobre las consecuencias del parasitismo gastrointestinal por
Haemonchus contortus en ovinos, la participacion del metabolismo energético y
proteico en la respuesta inmune y las causas del parasitismo en el desbalance
nutricional del animal. En el Capitulo 3 se presentan los resultados de la
evaluacion de dietas con dos niveles de energia y de proteina en las respuestas
parasitologica, hematolégica e inmunolégica de corderos Pelibuey en
confinamiento infectados experimentalmente con larvas infectivas (Ls) de H.
contortus. En el Capitulo 4 se presentan los resultados de la evaluacion de dietas
con dos niveles de energia y proteina, en las respuestas parasitologica y
hematologica de ovejas Pelibuey en condiciones de pastoreo e infectadas

naturalmente con NGI. El Capitulo 5 lo conforma una discusion general del
4



trabajo de tesis, abordando los resultados mas relevantes de cada uno de los

estudios realizados.
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Resumen

Este documento tuvo como objetivo identificar la participacion de la energia y la
proteina de la dieta de las ovejas durante la infeccion con nematodos
gastrointestinales (NGI). Se realizd una revision de la literatura cientifica para
mostrar las consecuencias de los NGI en la productividad de los pequefios
rumiantes, principalmente el efecto de Haemonchus contortus sobre la salud
animal. La revision se centrd sobre el desequilibrio proteico-energético causado
por los NGI y su relacion con la respuesta inmune de acuerdo con el gasto
energético y la suplementacion proteica. Se destacan los casos de resistencia de
los NGI a la mayoria de los antihelminticos utilizados, asi como la adaptabilidad
de H. contortus a diferentes ambientes. Ademas, se discutio el papel de la
suplementacién de energia y proteina en el desarrollo de resistencia y resiliencia
a los NGI, y la respuesta a la infeccion a través de la inclusion de proteina y
energia en la dieta. La calidad de la proteina que llega al intestino es fundamental
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como estrategia nutricional para incrementar la resistencia del huésped a los NGI.
La suplementacion con proteina y energia en ovejas tiene un efecto importante
durante el periparto al aumentar su respuesta inmune lo que le permite tolerar las
altas tasas de infeccion.

Palabras clave: Resistencia antihelmintica, inmunidad, parasitos, nutricion,

pequefios rumiantes.
Abstract

This paper was aimed to identify the participation of dietary energy and protein on
sheep during infection with gastrointestinal nematodes (GIN). A review of the
scientific literature was carried out to show the consequences of GIN on the
productivity of small ruminants, mainly the effect of Haemonchus contortus on
animal health. The review focused on the protein-energy imbalance caused by
GIN and its relationship with the immune response according to energy
expenditure and protein supplementation. The cases of GIN resistance to most of
the anthelmintics used are highlighted, as well as the adaptability of H. contortus
to different environments. In addition, the role of energy and protein
supplementation in the development of resistance and resilience to GIN, and the
response to infection through the inclusion of protein and energy in the diet was
discussed. The quality of the protein that reaches the intestine is essential as a
nutritional strategy to increase host resistance to GIN. Protein and energy
supplementation in sheep have an important effect during peripartum by
increasing their immune response, allowing them to tolerate high infection rates.

Keywords: Anthelmintic resistance, immunity, digestives parasites, nutrition, small

ruminants.
Introduccién

Los nematodos gastrointestinales (NGI) representan un problema importante
para la industria ovina, debido a que el uso frecuente de antihelminticos ha
provocado el desarrollo de poblaciones con resistencia antihelmintica (RA) en
muchos paises (Martinez-Valladares et al., 2015; Arece-Garcia et al., 2016).
Haemonchus contortus es la principal especie de nematodo involucrada en el
desarrollo de RA y por lo tanto en la baja efectividad de los antihelminticos en
ovejas y cabras (Kotze y Prichard 2014; Gasbarre et al., 2015; Crook et al., 2016;

Mickiewicz et al.,, 2020). Sin embargo, otras especies de nematodos como
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Trichostrongylus colubriformis (Van den Brom et al., 2015) y Cooperia curticei
también han mostrado desarrollo de RA en todo el mundo (George et al., 2018).
Ante esta situacion, se ha generado una variedad de alternativas de control de
NGI, las cuales intentan no depender del uso de antihelminticos, y a la vez
disminuir la tasa de infeccion parasitaria, asi como los efectos adversos de los
NGI (Arece-Garcia et al., 2016; Campbell et al., 2017; Westers et al., 2017;
Acharya et al., 2020).

Una alternativa para disminuir los efectos de la RA ha sido mejorar la resistencia
genética natural del huésped a la infeccibn por NGI para reducir el uso de
antihelminticos. El desarrollo del sistema inmunolégico contra NGI es importante
en ovinos y caprinos los cuales son altamente susceptibles a los NGI (Redman
et al., 2008; Hussain et al., 2014). Asi, la identificacién de desencadenantes de
los mecanismos de defensa inmunoldgica en el animal permite la eliminacion de
larvas infectivas y parasitos adultos (Lacroux et al., 2006). Estos mecanismos
dependen de varios factores como el nivel de infeccion, la antigenicidad del
parasito, la edad, el estado fisiologico, incluida una alimentacion adecuada
(Hughes y Kelly, 2006). Una nutricion balanceada es importante porgue una
deficiencia puede comprometer la respuesta inmunoldgica del animal (Cho et al.,
2012; Schafera et al., 2015), afectando los mecanismos de control del agente
patdgeno, como los fagocitos, y el sistema del complemento (Yap et al., 2014;
Segurola et al., 2016). Una adecuada suplementacion proteica tiene
repercusiones positivas en la respuesta efectora a la infeccion con NGI (Bambou
et al., 2013), al aumentar los conteos de mastocitos, eosinofilos y leucocitos
globulares en la mucosa, asi como un incremento de los niveles de

inmunoglobulinas (Gerbe et al., 2016).

Los estudios en cabritos han demostrado que la suplementacién proteica y
energética aumenta el desarrollo de resistencia y resiliencia contra la infeccion
de NGI (Torres-Acosta et al., 2006). Ademas, Garate-Gallardo et al. (2015)

también en cabritos mostraron un incremento en la resistencia a la infeccion
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natural con NGI y en el indice productivo, agregando sélo 225 g de maiz molido
a la dieta, con lo que se cubri6 el 44.3 (2.64 MJ dia!) y 34.7% (10.90 g dia?) de
los requisitos de energia y proteina metabolizable.

Dada la importancia de la energia y la proteina en el desarrollo de la inmunidad
en el ovino de pelo, el objetivo de este trabajo fue identificar el papel de la energia
y la proteina en la dieta de los ovinos y su participacion durante la infeccion por

nematodos gastrointestinales (NGI).
Metodologia.

Para la realizacion de este trabajo, se realizé una busqueda bibliografica con la
ayuda de la plataforma Elsevier (Scopus y ScienceDirect) y las herramientas
Google Scholar, Redalyc y Scielo. De 200 documentos como articulos, tesis,
libros y metaandlisis, referencias, so6lo se citaron 81. Los manuscritos estaban
relacionados con las consecuencias de la infeccion de NGI en la produccion y
salud de pequefios rumiantes, principalmente los efectos de H. contortus, y la
participacion de los NGI sobre el desequilibrio energia-proteina y la respuesta
inmune en funcién del gasto energético y la suplementacién proteica. Se
utilizaron las siguientes palabras clave: resistencia a los antihelminticos,
nematodos gastrointestinales, pequefios rumiantes, energia y proteina del

alimento y respuesta inmune.

Consecuencias del parasitismo por nematodos gastrointestinales en la

produccion animal

Los costos derivados de aspectos sanitarios son un tema alarmante a nivel
mundial, en Australia, la industria de la lana gasta en el control de NGI alrededor
de 430 millones de doélares por afio (Lane et al., 2015) y se estima un costo de
6,0 ddlares por cabeza. El costo aumenta durante la temporada de lluvias, debido
al aumento de la prevalencia de parasitos por efectos climaticos (Emery et al.,
2016).
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Las pérdidas economicas estan directamente relacionadas con las tasas de
infeccion y las repercusiones en la salud del huésped (Méndez-Ortiz et al., 2019).
En este sentido, la evaluacién de la prevalencia de helmintos gastrointestinales,
mediante identificacion in situ y conteo de parasitos en el examen post-mortem,
resalta su importancia en pequefios rumiantes, al alcanzar en ovinos hasta el
75% de prevalencia, con especies altamente patdgenas como H. contortus (Das
et al., 2017). Incluso en paises con clima templado como Alemania, la infeccion
natural por NGI en corderos es comun y la prevalencia es relativamente alta
(62,8%), lo que implica altos costos en el control de NGI para mantener la

productividad animal (Idris et al., 2012).

En ovinos, el parasitismo gastrointestinal tiene un alto impacto en el desempefio
productivo, provoca anemia severa, anorexia y pérdida de peso, ademas de altos
costos por los tratamientos y la alta tasa de morbilidad y mortalidad (Charlier et
al., 2014; Mavrot et al., 2015; Burgunder et al., 2018). En la actualidad, el
problema se acentla por la resistencia a la mayoria de los farmacos, y esto
provoca que la desparasitacion no sea eficaz (Van den Brom et al., 2015; Arece
et al.,, 2016), lo que ocasiona que las pérdidas economicas en el sector se

incrementen.

Los corderos y las ovejas lactantes constituyen las dos categorias con mayor
susceptibilidad a los NGI (Arece, 2007; Campbell et al., 2017), por lo que las
estrategias de control deben estar dirigidas principalmente a esos animales. Las
ovejas en los primeros dias posparto son la principal fuente de infeccion de los
potreros debido a la depresién de su sistema inmunoldgico, en consecuencia,
con un aumento en la expulsién de huevos de NGI, fendbmeno conocido como
aumento periparto (Hamer et al., 2019). Los aumentos en la expulsion de huevos
de NGI junto con la depresion inmunoldgica en ovejas lactantes se asocian con
una pérdida de peso debido al aumento de las necesidades de sustento de sus
crias (Gonzalez-Gardufio et al., 2017), lo que puede llevar a una desnutricién
severay la muerte de las crias (Gonzalez-Gardufio et al., 2018). Kerr et al., (2020)
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han propuesto el uso de moxidectina de accidén prolongada para disminuir el
namero de tratamientos antihelminticos requeridos en el afio y disminuir la
contaminacion de los pastos al reducir la carga de nematodos de las ovejas y sus
corderos.

Efecto de H. contortus sobre la salud animal

H. contortus es una de las principales especies de NGI que afectan a los ovinos
y caprinos. Por su amplia distribuciébn cosmopolita y alta patogenicidad,
representa un riesgo en la produccion en muchas partes del mundo, al originar
pérdidas econdmicas debidas a la reduccion en el desempefio productivo y la
salud de los animales (Bambou et al., 2013; Charlier et al., 2014; Mavrot et al.,
2015; Emery et al., 2016).

Este nematodo se localiza en la mucosa del abomaso, provocando dafios por su
accion expoliadora debido a su comportamiento hematéfago (Marume et al.,
2014; Emery et al.,, 2016). Los efectos a nivel de la mucosa gastrointestinal
resultan en una pérdida considerable de proteina endégena del tracto, lo que
puede conducir a pérdida de peso, anemia severa y alta mortalidad cuando la
infeccion es muy alta. Ademas, signos como emaciacion, debilidad, mucosas
palidas, pelo de capa rugosa, facilmente removible y sin brillo, son indicadores
en los ovinos afectados por este parasito (Hassan et al., 2016). Las secreciones
celulares de las mucosas gastrointestinales pueden considerarse indicadoras de
susceptibilidad o resistencia a los parasitos abomasales (Simpson et al., 2016).
Segun Hasnain et al. (2013), una menor proteccion contra los parasitos podria
deberse a la reduccion de la secrecion de mucina superficial en el estbmago v,
en contraste la hipersecrecion de mucinas en el intestino ayuda a la expulsién del

parasito.

La alta prevalencia de H. contortus observada en todo el mundo se ha atribuido
a que tiene la capacidad de sobrevivir en ambientes muy variables y posee un

alto nivel de polimorfismo genético (Blaxter et al., 2012; Besier et al., 2016). En

13



general, los nematodos evolucionaron para aprovechar una amplia gama de
ambientes (Blaxter et al., 2012; Rodriguez-Diego et al., 2018). Por tal motivo, en
los dltimos afios, este nematodo ha tenido un aumento en su dispersion,
independientemente de que sea un parasito considerado de zonas lluviosas

tropicales y subtropicales (Besier et al., 2016; Emery et al., 2016).

En la actualidad, la busqueda de alternativas para el control de NGI es uno de
los mayores desafios para la produccion de pequefios rumiantes (Callanan et al.,
2018). La RA se ha originado por el uso frecuente e indiscriminado de
antihelminticos. En cada desparasitacion se eliminan los susceptibles y por ende
se seleccionan poblaciones con RA, lo que provoca que en cada desparasitacion
la eficiencia de los productos sea mejor en el control de los NGI (George et al.,
2018; Stuchlikova et al., 2018). La existencia de RA en muchas especies de
parasitos gastrointestinales, el alcance geografico y la adaptabilidad de H.
contortus sugieren la necesidad de desarrollar nuevas estrategias sostenibles de

prevencion y control (Besier et al., 2016).

Se han evaluado diferentes estrategias para el control de parasitos en ovejas
bajo diferentes condiciones y ofrecen oportunidades para ser utilizadas en un
contexto de control integrado de parasitos (Arece, 2007). Las opciones mas
importantes incluyen: el uso de hongos nematéfagos (Braga et al., 2014),
seleccion de genotipos resistentes (McRae et al., 2014; Hine et al., 2015), uso de
plantas con potencial antiparasitario (Marie-Magdeleine et al., 2010; Arece et al.,
2012; Marie-Magdeleine et al., 2020; Romero, 2020), aplicacion de tratamientos
selectivos con antihelminticos comerciales (Maia et al., 2015; Rodriguez et al.,
2015; Arece et al., 2016; Westers et al., 2017), manejo nutricional (Torres-Acosta
et al., 2012), utilizacion de vacunas (Nisbet et al., 2013; Matthews et al., 2016), y
el desarrollo de inmunorresistencia (Maza-Lopez et al., 2020). Recientemente, se
ha puesto un gran interés en el manejo integral como una forma de combinar
diferentes opciones de control y retrasar la aparicion de RA, por lo que los

beneficios econdmicos se pueden incrementar al disminuir la aplicacion de
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tratamientos quimicos, mejorar el crecimiento animal y reducir la severidad de los

dafios que provoca el parasito (Whitley et al., 2014; Campbell et al., 2017).
Desbalance energético-proteico causado por NGI

Numerosos estudios examinan la influencia de la nutricibn cuando ocurre
infeccion con NGI en pequefios rumiantes y su impacto en la produccion de carne
o lana (Cériac et al., 2019; Méndez-Ortiz et al., 2019). Whitley et al. (2014),
sugieren que el estudio en rumiantes lactantes, incluidas las cabras lecheras, es
un modelo Unico para investigar las interacciones entre la nutricién y la infeccién
por NGI y las consecuencias en la produccion (Fig.1), debido a la alta tasa de

infeccion que ocurre en estos animales.

Oveja lactante

Alimentacion
_/» Expulsién
neEa | Sistema
Proteina | inmune [ Nematodos
. . L - Gastrointestinales
Reparacién y |[| Datio en mucosa
mantenimiento de Anemia
tejidos || Pérdida de proteina |
Peso de la oveja | Peso de la oveja
 Peso del cordero . - Peso del cordero

Fig. 1 Diagrama de interaccién entre nutricién y parasitos gastrointestinales. Las
hembras lactantes son un modelo Unico para describir esta interaccion. Los
nematodos gastrointestinales (NGI) afectan directamente el estado nutricional del
hospedador. La manipulaciéon de la energia y la proteina es fundamental para un
mejor desarrollo de los mecanismos inmunolégicos frente a los nematodos
gastrointestinales.
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Los resultados de Méndez-Ortiz et al. (2019), obtenidos mediante un metaanalisis
en ovinos, sugieren una interaccion directa entre el parasitismo y la ingesta de
energia y proteina en la dieta. Estos autores indicaron que los animales
infectados requieren mas energia para mantener un aumento de peso vivo similar
con respecto a los no infectados. También afirman que se necesita un aporte
adicional de energia, ademas de proteina, para el desarrollo de los mecanismos
inmunoldgicos; de manera similar a lo sugerido por Toscan et al. (2017) y Hoste
et al. (2008). El adecuado equilibrio en la concentracion de energia y proteina en
la dieta se considera fundamental para incrementar la productividad animal
(Méndez-Ortiz et al., 2019). En general, un desequilibrio en el aporte energético
y proteico de la dieta repercute en la capacidad digestiva y de absorcién en el
intestino delgado afectado por NGI (Sun et al., 2017).

La respuesta inmune del animal relacionada con el gasto energético

La energia de la dieta es muy importante para el desarrollo de una respuesta
inmunoldgica eficiente (Toscan et al., 2017). La inmunidad natural generalmente
requiere un numero menor de células receptoras con respecto a la inmunidad
adquirida, mientras que el desarrollo de inmunidad origina un mayor gasto de
energia. En este sentido, las deficiencias energéticas pueden provocar
problemas en el ajuste inmunoldgico (Fig. 2). Segun O’'Neill et al. (2016), la
inmunidad esta relacionada con los cambios en el metabolismo, determinada a
la vez por el comportamiento funcional de las células inmunes. La activacion, el
crecimiento y la proliferacion celular son funciones electivas y regresan al estado
basal dependiendo de los cambios dindmicos en el metabolismo celular (Colditz,
2008; Mancebo, 2017). De acuerdo con estos conceptos, Mancebo (2017) afirma
que, luego de la activacion de las células del sistema inmunoldgico, se da una
reprogramacion metabdlica necesaria para enfrentar las necesidades
energeéticas, lo que implica la produccion de ATP e intermediarios biosintéticos,
necesarios para permitir la proliferacién y ejercer sus funciones efectoras. La

compleja interaccion entre la reprogramacion metabdlica y la inmunidad
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proporciona una amplia comprension del funcionamiento del sistema

inmunologico en la salud y la enfermedad (O Neill et al., 2016).

‘ Cordero J

‘ Alimentacidn J

‘ Consumo J

Infeccién con :
Inmunidad
nematodos 2
innata

.| Energia J ‘ Inmunidad ]

| Desarrollo del 23
| adguirida

| sistema inmune |
Reprogramacion
metabdlica

Tasa de crecimiento Tase de crecimiento

Fig. 2. Relacion de la respuesta inmune en funcion de las necesidades
energéticas. En animales altamente parasitados, de acuerdo con las necesidades
energéticas, se produce una reprogramacion metabdlica por cambios en el
metabolismo celular, produccibn de ATP e intermedios biosintéticos. El
metabolismo se ajusta de acuerdo al desarrollo y funcionamiento del sistema
inmunoldgico y afecta el consumo voluntario de alimentos y la tasa de crecimiento
de los animales.

Las células del sistema inmunologico se adaptan y desvian su metabolismo para
un funcionamiento mas eficiente (Colditz, 2008; Pearce y Pearce, 2013; Rhoads
et al., 2017). La infeccion con NGI en ovinos conduce a una disminucion en la
tasa de deposicion de grasa, originada por un aumento en el gasto energético
para la sintesis de proteinas, que podria justificarse por la necesidad de reparar
los tejidos afectados en el sistema digestivo (Hoste et al., 2005). En ovejas
infectadas con parasitos, la desviacion de nutrientes hacia la funcién inmune
reduce la tasa de crecimiento debido a la prioridad metabdlica, y los dafios en
abomaso originan una disminucién en la ingesta voluntaria de alimento (Sykes y
Greer, 2003). Varios autores indican que en ovinos durante los primeros meses

de la infeccién con NGI, el gasto metabdlico es alto para desarrollar la inmunidad,
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mientras que la respuesta en memoria de las posteriores infecciones requiere de
menos energia (Colditz, 2008; Colditz y Hine, 2016).

Suplementacién proteicay respuesta animal

Las proteinas participan en muchas funciones dentro del organismo, incluida la
respuesta inmunoldgica, el transporte de sustancias, la catalisis enzimatica, la
distribucion de liquidos, el mantenimiento de la presion oncotica del plasmay la
participacion en los procesos de coagulacion (Ruiz-Reyes, 2008). Algunas
pruebas indican el papel de la suplementacion proteica en la reduccion de los
efectos del parasitismo, principalmente durante las dltimas etapas de una
infeccion continua con NGI, es decir, durante la fase de expresion de inmunidad
(Fig. 3). Este aporte proteico repercute directamente en las diferentes respuestas
efectoras (mediadas por células o anticuerpos), aumentando los niveles de
mastocitos, eosindfilos y leucocitos globulares en la mucosa y elevando los
niveles de inmunoglobulinas en la sangre (Codiltz y Hine, 2016). En un estudio
realizado por Rocha et al. (2011), los autores encontraron una mejor respuesta
en los niveles de anticuerpos IgG e IgA en sueros contra larvas infectivas y
antigenos somaticos adultos de H. contortus en las ovejas que recibieron dietas

con alta cantidad de proteina metabolizable.

La suplementacion con proteina se asocia con una reduccion del conteo fecal de
huevos (CFH) de NGI (Shaw et al., 1995). Sin embargo, no siempre sucede esto,
porque al parecer las necesidades de energia se incrementan. Los resultados en
corderos criollos infectados con H. contortus y suplementados con proteina,
mostraron mayor excrecion de N en su orina y heces que los no suplementados,
sin embargo, no hubo efecto sobre el CFH (Hoste et al., 2005). Los estudios con
dietas con un nivel bajo en proteina indican un aumento en los efectos adversos
del parasitismo y los genotipos mas resistentes podrian no mostrar superioridad
alguna en comparacion con los susceptibles. Una alternativa a la suplementacion
proteica consiste en el uso de N no proteico (urea), aunque se requiere de

proteina verdadera. La harina de semilla de algodén en un estudio realizado por
18



Knox y Steel (1996), mejoré el rendimiento animal y aumento los mecanismos de
resistencia a NGI en ovejas jovenes con dietas con forrajes de baja calidad (Knox
et al., 2006).
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Infeccidn con
nematodos
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Fig. 3. Suplementacién proteica y respuesta inmune de animales parasitados. La
suplementacién con proteina influye en el conteo fecal de huevos (CFH), el
desarrollo de los mecanismos inmunitarios, el desarrollo de anticuerpos y células
efectoras, y el nivel de infeccién de NGI. El alto nivel de proteina en la dieta est4
relacionado con un CFH bajo. El bajo nivel de proteina en la dieta esta
relacionado con un aumento del CFH.

Los efectos de la nutricion sobre la respuesta inmune son mas notorios cuando
los niveles de infeccidn por parasitos son altos, mientras que en niveles bajos de
infeccidn el efecto de la suplementacién con proteina no tiene una respuesta clara
(Nnadi et al., 2007). Los niveles mas bajos de proteina promueven un aumento
del CFH cuando los animales tienen una fuerte infeccion con NGI. Dado que el
metabolismo de las proteinas es el mas afectado durante la infeccion con NGl, el
aumento de la proteina digestible de la racién podria mejorar la resistencia y
tolerancia a la infeccion por parasitos. Se indujo una reduccion en la oviposicién
de H. contortus mediante la suplementacion con proteinas de sobrepaso en
cabras, reduciendo la FEC (Cériac et al., 2019). Crawford et al. (2020)
encontraron que los corderos suplementados con proteina no degradable en
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rumen a base de harina de maiz y pescado aumentaron su peso vivo y el
hematocrito, mientras que el CFH disminuydé. Los cambios observados en el CFH
infieren que la harina de pescado parece tener una influencia significativa en la

respuesta inmunoldgica.

La proteina dietética es esencial para las estrategias nutricionales para reducir el
efecto de los NGI. En este sentido, la suplementacion proteica de alta calidad
debe considerar el contenido y la relacion de aminoacidos esenciales, aspecto
gue se debe estudiar con mayor detalle. De hecho, en caso de escasez de
proteina metabolizable, se ha encontrado menor resistencia a NG| (Houdijk,
2012). Cériac et al. (2019) propusieron que, en la actividad ruminal, manejar los
perfiles de aminoacidos absorbidos por el intestino no es una tarea facil. De
hecho, en los rumiantes, las proteinas que llegan al intestino son aquellas que
escapan a la degradacidon microbiana en el rumen (es decir, proteinas de
derivacién) y proteinas microbianas sintetizadas a partir de aminoacidos de la
dieta y proteinas intestinales endogenas (Noziere et al., 2018). Este tema esta
poco estudiado, y seria interesante evaluar en qué medida el origen de los
aminoacidos puede afectar la construccion de elementos del sistema

inmunologico (Houdijk, 2012).
Conclusiones

La resistencia de los nematodos gastrointestinales a los antihelminticos,
especialmente en H. contortus, sugiere la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias de prevencion y control sostenible. El papel de la suplementacion de
proteina y energia en la reduccion del parasitismo y la compleja interaccion entre
la reprogramacion metabdlica y la inmunidad proporcionan elementos del
funcionamiento del sistema inmunoldgico en la salud y la enfermedad. La
suplementaciéon energética tiene un efecto importante en la infeccion primaria y
la suplementacion con proteina reduce el parasitismo durante la infeccidon

parasitaria.
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were analy ged by repeat ed measures over time. The lambs that
=z FEC (P = 0.01) regardless of whether they received a high
(Hig wP) level of protein The t of energy level was also observed over time: FEC v 5
decreased and PCV and TPP values increased. Higher inmmumnoglobulin levels were obtained for females (P <
than males yet, overall, the energy and protein levels of he response of the inmmmo-
globulins. Over time, however, an increazse in IgG and 1 hereas the IgA level remaimed basal.

Distery protein

oo count (
Distery energy Fec al g

was obzerved, w

1. Introduction hosts through 1mproving their immune response. In sheep, the produc-
tion of antubodies such as IgA, IgG, and Igh in addition to eosinophilia,

Haemonchus contortus is a gastrointestinal nematode (GIN) that affects mastocytosis of the mucosa, and hyperplasia of globular cells forms part

health of smallruminants. It is highly prevalent and pathogenic due to its
hematophagous habit, causing gastroenteritis, anemia, weight loss, and
even the death of susceptible animals (Burgunder et al, 20138; Torre-

s-Acosta et al, 2012). It therefore causes economic losses to production
systems that are exacerbated by the cost ofthe chemical products used for
its control which, at the same time, often have low efficiency due to the
increasing resistance o f GIN to most anthelmintics (Callanan et al. 2018

Crook et al_, 2016; Doyle et al,, 2018). Several altematives can be com-
bined to compensate for the low efficiency of chemical products,
including those that finction by delaving or reducing the effects of
anthelmintic resistance and improving the health conditions of amimals
(Arece-Garcia et al., 2016; Campbell et al, 2017; 2017).
Ome alternative, for example, 1s the development of natural resistance in
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of the immune response (Mcrae et al , 2015

Notably, nutritional aspects modulate the immune response. The re-
searchers conclude that GIN resistance in hosts is enhanced by increasing
the amount of protein in the diet rather than the amount of energy
(Houdik, 2012). However, ruminal fermentation modifies protein
structure and quality, suggesting that supplementation with energy atthe
rumen level promotes the production of microbial protein. Also, micro-
bial protein 1z considered to hawve a lower metabolizable value in the
intestine, and the quality of amino acids is less compatible with immune
proteins than dietary bypass proteins (Ceriac etal . 2019). Therefore, itis
necessary to continue to research the role of energy and protein sup-
plementation in sheep’s immune response to GIN infection. By this
reason, the objective of the present smdy was to evaluate the

3 September 2020; Accepted 23 December 2020
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parasitological and hwmoral immune response of confined Pelibuey
sheep experimentally infected with H. contortus that were fed a diet based
on fermented sugarcane with two different energy and protein levels.

2. Materials and methods

2.1. Location

The experiment was carried out in Salto de Agua municipality,
Chiapas, Mexico, at 17 34°N and 82 2%° W and 85 m abowve sea level.
The regional climate iz warm humid, with an annual average tempera-
ture of 26.6 C and annual average rainfall of 3298 mm (CONAGUA.
2019

2.2, Animal manageament

Thirty Pelibuey lambs (female 34 14, and male 34 16) five-month-old
with an average initial live weight of 17
effects of two levels of protein (n 35 12, female 15 6, male 34 6) and energy
(n s 12, female 35 5 male 34 7) were evaluated in addition to a control
group (n % 6, 3 female, 3 male) in grazing. One week before the start of

5 kg were used. The main

the experiment, all lambs were dewormed with Oxfenil® (Oxfendazole)
at aratic of 4 Smgkg ! oflive weight (LW) to ensure that they were free
of GIN.

All lambs were confined in individual cages, assigned to an experi-
mental diet (Table 1}, and the control group remained at pasture to
compare the parasitelogical and immune parameter between confined vs
grazing lambs. The diet offered to the lambs consisted of sugarcane
processed by solid fermentation. The ground cane was placed in a firm
and flat area under the roof, then the other ingredients were added and
stirred and the mixture spread in a layer of 10 cm high and allowed to
ferment aerobically for 24 h. Atthe end, it was ensiled in 200 L containers
for conservation for 8-12 days (Elias et al._ 1990). To the high-energy
(HighE) treatments, 12.4 % of molasses was added to increase the
amount of energy in the diet. The animals were fed twice a day, once in
the morming and once in the afternoon, and had free access to water.

From the integral diet, the dry matter (DM) was determined after
maintaining the sample 24 h inan oven at 60 C. The crude protein (CF)
was determined with an elemental analyser Flash 2000 ({Thermo Scien-
tific, Italy) and the ashes quantified by calcination at 550 C in a muffle
(Thermo Scientific, USA). The energy was calculated using tables of
chemical composition of foods (NEC, 2007).

An adaptation period to the experimental diets was carried out (15
days). After the first week of the study, the lambs that receive experi-
mental diets were infected biweekly four times (day 42) with third-stage
H. contortus larvas (L3) at doses of 20013 kg Liw (Figures 1). L3 were
obtained by coproculture (Corticelll and Lai, 1963) from two donor

Table 1. Ingredients of the diets used in feeding Pelibuey lambs
Ingradisnts (35} Low Energy High Energw Crezing Gr=
Lowr High Lovwr High
protein or otein protein protein
Sorghum (%o} 5 5 25 25 o
Sovbesn (F0) 35 115 1.0 8.5 1]
Sugercena (%) S0 32 71.5 54.0 1]
Mineral mix (%2} 0.5 035 0.5 0.5 0.03
Urea (¥0) 1.0 1.0 1.0 1.0 1]
Molasses (3%) 1] 0 1.0 1.0 1]
Dirw mstter (30) 37 40 47 52
Enersv (Mcel/Ee) 2.6 26 30 3.01
Crude protein (o) o4 125 8.5 11.3
Cerben (35) 1.50 200 1.48 1.80
Ashes (%0} 3.48 588 5.84 5.27

(]

Hsliyon 6 (20200 05870

lambs previcusly infected with an oral dose of 300 L3 from a local strain
of H. contortus. The grazing group was naturally infected in paddeocks
composed ofBrachiaria humidicola and Paspalum conjugatnm grasses. The
lambs in the latter group grazed 9 h per day.

The hve weight of the animals was recorded every fifteen days. Each
weelk, fecal samples were taken directly from the rectum of the lambs and
fecal egg count (FEC) was determined using the MceMaster technigue
(Thienpont 2t al., 2003) with a minimum sensitivity of 30 eggs per gram
(EPG) of feces. Blood samples were taken every 15 days using tubes
(Vacutainer, Becton Dickinson, USA) with ethylene diamine tetraacetate
(EDTA) as anticoagulant by puncturing the jugular vein. Packed cell
wvolume (PCV) was determined by microhematocrit technique and total
plasma protein ( IPP) through refractometry (g/dL). Another sample with
coagulation accelerator was taken for serum immunoglobulin determi-
nation: senumn was obtained by centrifugation at 1100 g for 25 min and
subseguently stored at 20 C until analysis.

The immunoglobulin levels (IgA, IgG, and Ighi) were determined by
means of an indirect enzyme-linked immunosorbent assay (IELISA) using
crude antigens (CAg) of H. contortus and Trichostrongylus colubriformas
according to the procedure described by Gonzalez Gardunio et al (2017
The optical density (0D} of each serum was obtained by subtracting from
each well the values of the wells without serum, which representad the
non-specific binding of the conjugate and the activity of the Igs were
expressed as a percentage to a positive standard serum (FP5) to calibrate
the values among the plates.

The advisory comumittes of the postzraduate program in animal sci-
ence approved the experiment protocol. The procedures were performed
in accordance with the Mexican Official Standard guideline 051-ZO0-
1995 for production, care and use of experimental animals.

2.3, Statistical amalysis

To maximize the number of repetitions per treatment. a factorial
treatment design was used. The main effects were energy with two levels,
high (n 35 12) and low (n < 12}, and protein with two levels, high (n 14
123 and low (n 4 12), in addition, the interactions were studied. To
reduce variance and appromimate the FEC to a normal distmbution, the
vahues were ransformed to base 10 logarithm (Log;y FECp1). A mult-
wariate linear mixed-effect regression model was used under a design of
repeated measures over ime with the autoregressive structure (AR1) by
presenting lower AIC and BIC walues. The fixed effect of gender was
inchided in the model. The variables were analyvzed through the SAS
mixed procedure (5AS, 201 7) following the statistical model (Eq. (L)

Yiger M b 2ibE€b mb £k dbvwm b dEG b I pa b I pa b
Ejjidem (1)

where Yyum, 35 the response of the variable. |1 14 the general mean. 2; 14
the gender of the animal (1 34 female. male). 35 the effect of the j-th
energy level (j ¥4 high and low). py ¥4 the effect of the protein level (k ¥4
high and low). £%py; 14 the interation of energy and protein. d; 35 the effect
of the I-th sampling (1% 1, 2, 3 .. 11, 12). vy ¥ the random effect of the
lamb. d™*€j; d*pu: d*€*pj were the interactions, respectively: and gjrimn
15 the error associated with repeated measurements. The separation of
means was performed using the Lsmeans procedure, and Pearson corre-
lations using the SAS software.

3. Results

Table 2 shows the main effects of the studied variables.

The FEC gradually increased over time (P = 0.01), with wvalues
higher than 370EPG at day 35. The energy level had a significant effect
(P = 0.05) on the FEC. The lambs that received the high-energy diets
(HighE} had the lowest FEC and the highest PCV and TPP wvalues
regardless of the protein level, whereas the protein level did not in-
fluence the FEC. In the grazing lambs (control group). the FEC were
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Figure 1. Experimental infections with gastrointestinal nematode larvae, blood and feces sampling in Pelibuey lambs. LW: Live weight.

higher than 1000 EPG and similar to those of the lambs that received
low levels of energy.

The FEC of the lambs that recerved the high-energy diets (P 0.05)
were low er than those that received the low-energy diets (Figure 2) from
day 56 post infection until the end ofthe study. After 42 days, an increase
mn PCV was observed for the amimals that received the high-energy diets
compared to the low-energy diets (Figure 3. The TPP (Figure 4) grad-
ualky decreaszed over time, especially in the low-energy treatments. This
effect was evident from day 28 post infection, at which point the values
fell below the threshold for healthy animals. On the other hand, the high-
energy diets led to an increase in the TPP from days 42-70.

Inthe caze oflive weight, the lambsthat received the low-energy diets
had an equal or lesser weight than the grazing lambs. After 42 days, an
Increase I welght was observed mn the lambs that received the high-

energy diets (Figure 5.

With respect to IgA no differences were observed among treatments
(P = 0.05). The LowE-LowP group had a higher level (P = 0.05) of IzG
compared to the grazing group (Grz) in response to both antigens used.
Igh was only affected by the treatments (P = 0.05): The lambs that
received the HighE-HighP diet had the lowest levels compared to the
LowE-LowP and Grz groups (Table 37

IgG gradually increased until day 42 and then sharply decreased by
day 536 before slightly increasing until day 83 (Figure &). On the other
hand, IsM maintained high levels after day 42 (Figure 7), and IgA was
found at levels lower than 20% throughout the study period.

4. Discussion

The high FEC observed over time in all lambs indicates the successfil
establishment of H. comtortus in response to experimental infection. The

Takle 2. Main effects and interaction of fecal egg cowmt (FEC), live weight (LW), packed cell vohume (PCV), and total plasma protein {TPP) with respect to gender,

sampling davs, and treatments.

N FEC Live weight POV TEP

Mlesn S5E Keen 5E Kean 5E Kean SE
GE!]dEl’ X = Exd =
Femsle 14 731° 102 20.8* 0.47 26.1° 0.5 57" 01
Male 16 1597° 255 27.8° 0.65 24.3° 0.5 5 008
Sampling dav =x £ =% =%
1 30 o [ 19.5¢ 102 25.8° 1.01 6.3 007
28 30 s0° 5 22 6be 113 28.7° 0.5 5.9 008
35 30 378° o7 - - - - -
42 30 545 102 23.9zb 119 25.6 0.8 Ao 01
40 30 720%* 131 - - - - - -
56 30 860°" 225 26.1a 133 24.1% 0.7 5.8" 01
63 30 1010*" 377 26.7a 1.43 - - - -
70 30 1405° 389 26.52 137 2425 0.7 6.1 02
77 30 1545® 255 - - - - - -
83 30 2898° 346 26.3a 143 23.1° 1.03 5.3° 01
EIlEl'g}-' B = = =
High enersy (HighE) 12 &80° o1 26.2° 0.9 26.3° 0.4 6.1° 005
Low enerev (LowE) 12 1653 259 22 4 0.6 242" 0.6 55" 01
Hutein = =% £ £
Hizh protsin (HishF) 12 1265 279 254" 0.7 26.0° 0.6 567 008
Lowr protein (LowE) 12 1118 121 232° 0.8 24 4% 0.5 5.7° 01
Interaction 3 = = =
LowE-LowE & 1269° 178 20.6° 0.8 234 0.7 5.4 01
LowE-HishP & 2127 528 24 5° 0.7 251 0.9 57 01
HighE-LowP 6 936°" 156 26.2° 13 25.6 0.6 6.0 008
HighE-HichP & 2247 75 26.2= 13 27.0 0.6 62 009
Gr=z 6 1621°° 301 24 6" 0.9 254 1.0 5.8 01
Stemderd dewvistion 1615 5.04 325 0.5

N: Mumber of lammbs. Different letters in each study factor in the same colunm are sigrnificantly different (P

error.

0.05). E: Energy. P: Protein. Grz: Grazing. 3E: Standard
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Figure 2. Effect of diet energy level on nematode fecal egg coumt in Pelibuey sheep during the study period.

gradual increase in the FEC after the prepatent period suggests an addi-
tive effect of the weekly infections and, therefore, an increase in the
number of adult nematode females in oviposition (Arece-Garcia et al,
2014y

Energy supply is also essential for the development o fimmunological
mechanisms, as suggested by Colditz (2002, The effect of the energy
lewvel on growing lambs was shown herein given that the high-energy diet
was associated with lower FEC regardless of the protein level. Theresults
for the diet with the lowest level of crude protein (CP, 9%0) confirmed that
the main Bmiting element was energy. Even zo, at thizs CP level, it was
possible to maintain the immunclogical levels of the lambs, enabling a
degree of GIN control. At the same time, parasitism increases the protein
need for maintenance and repair ofdamaged tissues (Khan et al | 20127
Furthermore, in infected animals, protein utilization is affected, and
lower welght gains are achieved (Greer et al.. 2009). So, more energy is
required to maintain a ive weight increase similar to that of non-infected
animals.

The lambs fad with the high-ener zy diets had high PCV vahies and the
highest TPP levels compared to the lambs that received the low-energy
diets. This finding coincides with other study that highlight the impor-
tance of high energy levels in the diet for defensze against GIN (Colditz,
2008). However, some authors have also show the importance of proteins
and adequate energy balance for correctly activating defense mecha-
nisms (Torres-Acosta et al, 2012; Whitley et al, 2014). Ultimately, it
appears that diets with both a high level of energy and protein have a
positive impact on the immunological status of animals.

With respect to other studies, the PCV wvales found herein were
higher compared to those found for sheep (18%) natarally infected with
H. contortus imn Irag (Awad et al.. 20157 As mentioned, the PCV salues
found herein were closely related with the energy and protein content of
the diets and the time passed since initial infection (sampling days) due
to the effects of parasitism. The highest PCV and TPP values were found
in the lambs that received the high protein diets. although this was also
observed for the high-energy diets above a certain threshold of health
impairment (TPP % 6.0 g/dL and PCV 14 20%). The low PCV and TFP
values obzerved in the lambs that consumed the low-ener gy diets could
be due to the establishment of parasites and damage caused by them at
the gastrointestinal mucosal level. In addition, the decrease in these
wvalues after 42 davs could indicate that the low-energy diets were not
sufficient for tissue repair or for the complete establishment of defense
mechanisms. Therefore, the infection continued its course, resulting in a
decrease in both PCV and TPP over time.

Cther study show that the hematophagous behavior and hemolytic
activity of H. comtortus affect the mucosa of the abomasum (Emery et al |
201a), leading to a considerable loss ofprotein. In addition, the synthesis

of TPP 1z related with the humeoral immunoclogical system. which was
activated due to continuous infection with H. contortus. However, it may
not have been possible to completely compensate for protein loss even
with the high-energy diet evaluated herein.

The serum levels of the three immunoglobulins analyzed herein were
previcusly found to differ in their response to primary experimental
infection with GIN (Gonzalez-Gardurio et al., 20127 In the present study,
the low IgA response to the H. comtortus crude antigen appears to be in-
dependent of the energy and protein levels of the diets. Several studies
have suggested that IgA has Lttle valhie az a marker of H contortus
mmfection (Snoeck et al. 2008), although other studies have suggested 1t
as a marker of susceptibility to GIN infections (Shaw et al. 2012).
However, the IgA levels found herein were below the range (10%-15%)

a)

—a— Low Encrgy-High Protsin
30 [ =@ High Fnespy-High

Packid cell vedume (s)

samplimg day

b) 30

(%)

230

21.0

Packed cell volmme

19.0

—e—High Emergy

Low Energy Threshodd

170

150 ™ r o g o]
1 28 2 56

Sampling day
Figura 2. Packed cell volume (PCV) of Pelibuey lambz a) classified i four
experitnental groups according to diet energy and protein level including the
grazing group. b) Principal effect of dietary energy level on PCV not incliding
the grazing group.
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Figure 4. Effect of dietary energy level on total plasma protein in Pelibuey sheep duning the study period.
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Figure 5. Effect of dietary energy level on the live weight of Pelibuey sheep during the study period

indicated for growing lambs (Gonzalez-Gardusio et al, 2018). It may be the abomasum and jejune (MMceClore, 2002). In addition, IgA can be
that the IzA responseis occurs locally rather than at the circulating lavel produced by plasma cells, in the differentiation of B cells by dendritic

or in external secretions given that it has functions in saliva, milk, tears, cells against parasite antigens. and in Pever's patches at the intestinal
bronchial mucous membranes, genital and urinary organs, and gastro- level. Accordingly. its presence could be detected both locally and
intestinal tracts due to its direct protective role of mucosae, especially in peripherally.

Tablz 2. bnwmmmoglobulin percentages in Pelibuey sheep fed two energy and protein level: with respect to a positive control (3%) and effect of animal gender.

Antibody N Treztment Gender SE
LowE-LowP LeowE-HighP HighE-LowP HichE-HichP Crz Femels Nlzls

Hesmonchus

contortus enticen

A 36 119 8 87" 88" 1307 11.9° 5.0° 17

G 31 £8.4° S0, 467" 5207 35.9° il g 63.6° 732

IeM 35 s £7.3 673 57.4% 75.6° 7107 63,47 42

Trichostronzylus

colubriformiz antizen

IeA 32 707 557 357 SE 2.0° 3.0 43° 11

G 30 SEET 4067 A5 43 80" 336 49.5° 71

SE: Standard error. N Number of sanples. Differentletters in treatment in the same rovw are sipnificantly different (P 0.03). Different letters in genderinthe sams row
are sipnificantly different (P 0.03).
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Figure 6. IgG level (3%) in response to a crude Hasmonchus contortus antigen with respect to a positive control {grazing) in Pelibuey sheep.
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Figurs 7. Effect of sanpling days on the performance of IgA, IgG; and IEM in response to a crude H. contortus (E

Palibuey lambs.

Previously, IgM and IgG levels have been correlated with parasite
burdens in immune sheep (Williams et 2l 2010). Specifically, Ighf has
been described as the first immunoglobulin produced in the primary
response to an antigen. Similarly, in the present study. its values gradu-
ally increased in response to weekly infections. Finally, it has been
described along with IgA to play an important accessory role as a
secr etory immunoglobulin that acts on mucosal surfaces, and its presence
in the gastrointestinal mmicosa would be justified given the damage
caused by H. comtortus (Emery ot al., 201&).

In the case of IgG. it has high affimity for specific antibody receptors
(Fc receptors) and represents about 80% of the total immunoglobulins
presentin serum. It 1s considered one ofthe bestmarkers for H. contortus-
cansed parasitism (Mcrae et al.. 2015). The wariability in the IgA, IgG,
and Ighd levels over time could be explained by the particular charac-
teristics of each immunoglobulin, such as affinity to antigens and serum
concentrations. For example, the increase in IzG and IsM from 14 days to
42 davs post infection iz a normal response to infection (Mcorae et al |
2015 Meanwhile, in the present study, Ighd increased sharply until day
42 and this increase was maintained until day 83-post infection. In this
case, the performance of IgM indicates that an acute response was
maintained, possibly because animals were subjected to weekly in-
fections until day 42, Therefore, IgM differentially responded to the

) anfigen with respect to a positive control (%a) in

antigen replacements in comparison to the other isotypes. Other studies
on lambs infected with H. contortus foumd an increase in IgA | IgG, and Ighi
levels over the course of 70 days (Schafer et al, 2015).

5. Conclusions

Lower FEC and higher PCV and TPP vales were observed m the
lambs fed with high-energy diets compared to the low-energy diets
regardless of the protein level. The IgG and IghM levels increased over
time post infection. On the other hand. the energy and protein levels m
the diets did not affect the response ofthe evaluated immunoglobulins in
the first infection in lambs.
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PROTEINA EN PARAMETROS PARASITOLOGICOS Y
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Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del estado reproductivo y niveles de
energia y proteina en la dieta, sobre la respuesta parasitoldgica y hematoldgica
de ovejas Pelibuey en condiciones de pastoreo, se utilizaron 48 ovejas Pelibuey
con edades entre 3 y 5 afos, y un peso vivo aproximado de 31 £ 5 kg. Se
conformaron cuatro grupos de 12 animales. Las dietas se elaboraron con cafia
de azlcar y dos niveles de energia (alta y baja) y dos niveles de proteina (alta y
baja). Se colectaron muestras de heces directamente del recto para determinar
el numero de huevos por gramo de heces (HPG) de nematodos gastrointestinales
(NGI). Se tomaron muestras de sangre para determinar el volumen celular
aglomerado (VCA) y eosindfilos periféricos (EOS). Se realizé una comparacion
entre ovejas en produccion y ovejas vacias. Para maximizar el nimero de
repeticiones por tratamiento, se formuldé un disefio de tratamientos factorial,
donde los efectos principales fueron la energia con dos niveles, alta energia (N=
24) y baja energia (N=24) y el otro efecto principal fue la proteina con los niveles
alto (N=24) y bajo (N=24). Para eliminar la asimetria y aproximar el HPG a una
distribucion normal los valores fueron transformados a logaritmo (Log HPG+1).
Los valores del HPG y VCA, mostraron un mejor comportamiento (p< 0.05) en
los animales con alto nivel de proteina en la dieta. Se detectaron desventajas
muy marcadas (p<0.05) en los HPG, el porcentaje del VCA y EOS, para ovejas
en producciéon comparadas con ovejas vacias (HPG <1000 huevos g heces,
VCA 2 25 % y EOS 2 600 102 uL para ovejas vacias vs HPG 21000 huevos g
heces, VCA <25 % y EOS < 600 103 uL para ovejas en produccion). Se concluye
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que la suplementacion con niveles por encima de los requerimientos de proteina
mejora la respuesta parasitoldgica y hematoldgica de ovejas Pelibuey en
condiciones de pastoreo. El estado reproductivo es el factor que mas afecta la
respuesta de ovejas Pelibuey contra los NGI. Las ovejas vacias mantuvieron
cierta resiliencia y resistencia ante los parasitos gastrointestinales en
comparacion con las ovejas en produccion.

Palabras clave: ovejas Pelibuey, nematodos gastrointestinales, estado

reproductivo
Introduccién

La parasitosis por nematodos gastrointestinales (NGI) es considerada una de las
enfermedades de mayor importancia en la produccion de ovinos en pastoreo
(Torres-Acosta et al., 2019) debido a la alta prevalencia de Haemonchus
contortus, el cual es un nematodo que causa pérdida de peso, anemia severa,
ulceraciones, congestion de la mucosa abomasal, engrosamiento de las paredes,
focos hemorragicos e hiperplasia de las glandulas con infiltracion de linfocitos y
eosinofilos, deterioro de la condicidén corporal general y alta mortalidad en ovinos
susceptibles (Mavrot, Hertzberg, & Torgerson, 2015; Notter, Burke, Miller, &
Morgan, 2017).

Las ovejas durante el ultimo tercio de la gestacion y las primeras semanas de
lactancia, muestran reduccion de la inmunidad (Beasley, Kahn, & Windon, 2010),
lo que se asocia con los eventos propios del parto y la lactancia (Romero, 2014),
resultando en proporcionar condiciones ambientales del hospedero para el
desarrollo de la fase parasitaria de los NGI y como consecuencia una alta
fecundidad de los NGI, por ejemplo, incremento en el nimero de HPG y un
incremento en la susceptibilidad a otras infecciones (Hamer et al., 2019). A este
fendmeno se le denomina, elevacion periparto, alza de primavera y/o lactacion,
El proceso consiste en un aumento transitorio del conteo de HPG de nematodos
(Goldberg, Ciappesoni, DeBarbieri, Rodriguez, & Montossi, 2011). Por esta
situacion, en el periparto las ovejas son las principales responsables de la

contaminacion de los potreros con huevos de NGI (Hamer et al., 2019). También
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durante este periodo, las ovejas muestran cambios fisiologicos y metabdlicos que
incrementan considerablemente sus requisitos de nutrientes, para satisfacer la
mayor demanda en produccion de leche y la alimentacién de una o mas crias
(Castillos & Hernandez, 2016). En este sentido las ovejas con mas de una cria
tienen mayor HPG que las de parto simple (Mahieu & Aumont, 2007). En este
momento, el manejo nutricional es vital para que las ovejas puedan ser capaces
de superar esta fase critica y asegurar los mecanismos de defensa ante
patdgenos infecciosos y parasitarios, ademas de lograr una cria fuerte y
saludable (Werne et al., 2013).

El metabolismo proteico es el mas afectado durante la infeccion con NGI por la
disminucién de hematocrito y la necesidad de reparar el tejido que ha sido
afectados (Cériac et al., 2017). La suplementacién con proteina en la racién
puede ayudar a mejorar la susceptibilidad y resiliencia del huésped contra los
parasitos, aunque no necesariamente en el establecimiento inicial del parasito.
Sin embargo, la respuesta tan variable de los animales a la infeccién con NGI
parece estar relacionada con la cantidad y la calidad de la proteina suplementada
(Houdijk, Jackson, Coop, & Kyriazakis, 2006). Asi, la proporcion de proteinas
con sobrepaso en cabras se observa reduccion en el CFH de H. contortus (Cériac
et al., 2019). Sin embargo, la suplementacion de proteina debe ir acompafada
de una fuente de energia disponible ya que, con la activacién de las células del
sistema inmune, se produce una reprogramacion metabdlica necesaria para
hacer frente a las necesidades energéticas, que implica la produccion de ATP y
de intermediarios biosintéticos necesarios para permitir la proliferacion y ejercer
sus funciones efectoras (Colditz, 2008). La compleja interacciébn entre la
reprogramacion metabolica e inmunidad proporciona una amplia comprension en
el funcionamiento del sistema inmunitario en la salud y en la enfermedad (O Neill,
Kishton, & Rathmell, 2016).

Resultados obtenidos por Méndez-Ortiz et al. (2019) en un meta-andlisis basado

en estudios con ovinos, sugieren una interaccion importante entre el parasitismo
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y el consumo de energia y proteina de la dieta. Estos autores encontraron que
los animales infectados requieren mas energia para mantener un incremento de
pesos vivo similar a los no infectados y también sefialan que se requiere de un
suministro adicional de energia, ademas de la proteina, para el desarrollo de los
mecanismos inmunologicos. Lo anterior es similar a lo sugerido por Toscan et al.
(2017). Por lo anterior, el objetivo del estudio fue evaluar la respuesta
parasitolégica y hematologica de ovejas Pelibuey en pastoreo durante el
periparto, suplementadas con dos niveles de energia y proteina en la dieta.

Materiales y métodos
Localizacion

El estudio se desarroll6 durante los meses de octubre a diciembre de 2019 en la
Estacion Experimental de Pastos y Forrajes (EEPF) “Indio Hatuey” de la
Universidad de Matanzas. El sitio esta localizado en la provincia de Matanzas,
Cuba y esta ubicado en los 22° 48’ 7” de latitud Norte y los 81° 1’ de longitud
Oeste, y a una altitud de 19.01 m.

Manejo de las ovejas

Se utilizaron 48 ovejas Pelibuey con edades entre 3 a 5 afios, y un peso Vivo
aproximado de 31 + 5 kg. Se conformaron de manera aleatoria cuatro grupos de
12 ovejas cada uno a los cuales se les asignaron los tratamientos. El estudio se
inicid, con una adaptacion a las dietas experimentales en el momento que las
ovejas se encontraban en la semana 13 de gestacion. Las ovejas se identificaron
con collares de colores para los diferentes tratamientos experimentales y se
alojaron en corrales con comederos y bebederos individuales. En la medida que
iban pariendo se identificaron las crias y durante 24 horas (madres y crias) eran
ubicadas en el corral de maternidad y las ovejas se incorporaba al pastoreo con
el grupo. Se mantuvieron en pastoreo rotacién durante seis horas al dia, para ello

se formaron cinco potreros compuestos por la mezcla de Dichantium annulatum
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y Megathyrsus maximus. Después del pastoreo, las ovejas se encerraban y se
distribuian en diferentes corrales de acuerdo con el tratamiento para recibir las
dietas, momento en el que se adicionaba dieta con melaza para ajustar el nivel
alto de energia en los tratamientos que lo requerian. Las ovejas permanecian
durante la tarde y noche en cada corral asignado junto con sus crias y en el dia

pastoreaban.
Dietas y tratamientos

Las dietas que se proporcionaron a las ovejas se elaboraron con cafia de azucar
como ingrediente principal, con dos niveles de energia (alta y baja) y dos niveles
de proteina (alta y baja), que representaron los tratamientos experimentales
(Cuadro 1). La cafa fue procesada mediante una fermentacion en estado sélido
(Elias, Lezcano, Lezcano, Cordero, & Quintana, 1990) para ello, la cafia de
azucar se cosecho un dia antes y se eliminaron las hojas para dejar Unicamente
los tallos. Estos se molieron finamente en una picadora de forrajes (Picadora JF
30-P, Brasil). La cafia molida se deposité en un area firme y plana bajo techo,
luego se le agregaron los demas ingredientes que incluyeron: premezcla mineral,
harina de maiz, pasta de soya, afrecho de trigo, urea disuelta en agua y sales
minerales. Posteriormente se revolvieron todos los ingredientes y la mezcla se
extendié en una capa de aproximadamente 10 cm de alto y se dej6é fermentar de
forma aerdbica por 24 h. Al término de este proceso, se ensild en recipientes de

200 L para su conservacion por 8 a 12 dias.
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Cuadro 1. Ingredientes de las dietas utilizadas en la alimentacion de los animales
experimentales.

Ingredientes BEBP* BEAPY AEBP* AEAPY
Harina de Maiz (%) 3 3 26 20.5
Soya (%) 5 20 1.0 15.0
Carfa de azucar (%) 83 65 67 60.0
Mezcla mineral (%) 0.5 0.5 0.5 0.5
Urea (%) 15 2 1.5 2.0
Melaza (%) 0 0 4.0 2.0
Afrecho de trigo (%) 7 9.5 0 0
Materia seca (%) 34.9 43.3 50.1 54.5
Energia (Mcal/Kg) 2.32 2.3 2.65 2.65
Proteina (%) 8.74 16.25 8.74 15.54

’BEBP=Baja energia baja proteina; YBEAP= Baja energia alta proteina; XYAEBP= Alta energia baja
proteina; YAEAP= Alta energia alta proteina.

Muestreos

Las muestras de heces se colectaron semanalmente de manera directa del recto
de los animales. El HPG para NGI se determind con la técnica de McMaster
(Thienpont, Rochette, & Vanparijs, 2003) con una sensibilidad minima de 50
HPG.

Para obtener la muestra se sangre se usaron tubos al vacio con
etilendiaminotetraacetato (EDTA), por medio de puncion de la vena yugular y con
la sangre completa se realizé la determinacion del volumen celular aglomerado
(VCA) mediante la técnica de microhematocrito y eosindfilos periféricos (EOS)

con el uso de una camara de Neubauer (Dawkins, Windon & Eagleson, 1989).
Analisis estadistico

Se analiz6 el efecto del estado fisioldgico por lo que las categorias de ovejas
correspondieron a gestantes, las cuales después del parto se renombraron como
lactantes y un grupo que se mantuvo durante todo el estudio de ovejas vacias.
Para maximizar el nimero de repeticiones por tratamiento, se formuld un disefio

de tratamientos factorial, donde los efectos principales fueron la energia con dos
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niveles, alta energia (N= 24) y baja energia (N=24), y el otro efecto principal fue
la proteina con los niveles alto (N=24) y bajo (N=24). Para eliminar la asimetria 'y
aproximar el HPG a una distribucion normal, los valores se transformaron a
logaritmo (Log HPG+1). En el modelo se incluyeron los efectos fijos semana
anidada en el estado reproductivo. Los datos se analizaron mediante el

procedimiento Mixed del SAS (SAS, 2017), bajo el siguiente modelo estadistico.

Yikimn =L +€i +2(€)ij +Wk +p1 +ym +W*pk +W*Eik +p* €l +w*p*€ik +wW*S(€)ik +p*2S(€)ij

+Eijkimn

Donde: Yikm = variable respuesta (HPG, VCA, EOS, etc.); p = media general;
€i=efecto del estado reproductivo (i = vacia, gestante, lactante); 2(€)j = efecto fijo
de la semana anidado en estado reproductivo (j=15, 16, 17...21 de gestaciony 1,
2, 3..7 de lactancia); wk = efecto del nivel de energia (k = alto y bajo), pi = efecto
del nivel de proteina (I = alto y bajo); ym = efecto aleatorio de la oveja; w*pw =
interaccién entre la energia y la proteina; w*€ik = interaccion de la energia con el
estado reproductivo; p*€i = interaccion de la proteina con el estado reproductivo;
w*p*€ik = interaccion triple de la energia con la proteina y el estado reproductivo;
w*S(€)ik = Iinteraccion de la energia con la semana anidada en estado
reproductivo; p*2(€)ij = interaccion de la proteina con la semana anidada en

estado reproductivo €ikm = es el error asociado con las medidas repetidas.
Resultados
Efectos simples

De los efectos simples estudiados, la energia y el estado reproductivo fueron los
factores que afectaron los valores del HPG y VCA (p<0.05). Los animales que
recibieron la dieta con un alto nivel de proteina, independiente de los niveles de
energia, tuvieron menor CFH y mayor VCA. Por otra parte, las ovejas en lactancia

mostraron los mayores CFH y el VCA, mientras que en las ovejas gestantes y
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vacias ocurrio lo contrario. El nivel de energia no afectd los valores para las
variables estudiadas (HPG, VCA y EOS).

Cuadro 2. Efectos simples en las variables respuesta en ovinos Pelibuey
infectados con nematodos gastrointestinales y alimentados con dos niveles de
energia y proteina.

Efectos Conteo fecal de Volumen celular Eosindfilos
huevos aglomerado (%) Células x
10%uL
Media EE Media EE Media EE
Nivel de Proteina *
Alta 8372 141 26.52 0.46 729 59
Baja 1680P 248 24.6° 0.59 767 74
Nivel de Energia ns
Alta 1271 205 25 0.54 773 81
Baja 1263 209 25.9 0.55 725 50
Estado *x
reproductivo
Gestante 1085b 264 26.72 0.73 71320 14
8
Lactante 2709¢ 359 21.9° 0.69 595b 56
Vacia 4272 96 27.72 0.4 9032 79

a,b.c Medias en cada columna y efecto, sin una letra en comun son diferentes (p<0.05).

Efecto del tiempo con el estado reproductivo

Tres semanas antes del parto el CFH se increment0 a valores superiores a los
1800 HPG, los cuales se mantuvieron durante las cinco semanas de lactancia y
se observl un pico a las seis semanas de lactancia. Desde el inicio del alza
periparto el CFH fue superior al de las ovejas vacias (Figura 1). El
comportamiento del VCA fue al contrario del CFH, los mayores valores ocurrieron
en las ovejas vacias, mientras que en las ovejas en produccién el VCA se redujo
a medida que se acerc6 al parto y durante las siguientes semanas de lactacién
el porcentaje del VCA disminuyé gradualmente, con una ligera tendencia a
incrementar a partir de las semanas 6 y 7 de lactancia. Un comportamiento similar
ocurri6 para los EOS. Las ovejas vacias mantuvieron cierta resiliencia y

resistencia ante los NGI en comparacion con las ovejas en produccion.
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Figura 1. Evaluacion del conteo fecal de huevos (A), volumen celular aglomerado
(B) y eosindfilos periféricos (C) en ovejas Pelibuey en produccion y vacias
infectadas con nematodos gastrointestinales de manera natural en pastoreo.

Efecto de la proteina con el estado reproductivo
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El efecto del contenido de proteina fue evidente en el CFH y el VCA (Figura 2)
Asi el alto nivel de proteina permitié que las ovejas lactantes tuvieran menor CFH
y mayor VCA (p<0.01). Mientras que las ovejas gestantes y lactantes no
mostraron diferencias por efecto del nivel de proteina de la dieta en estas dos
variables de respuesta. En el caso de los eosindfilos solamente las ovejas vacias

mostraron diferente respuesta con el nivel de proteina.
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Figura 2. Interaccion del nivel de proteinas de la dieta y el estado reproductivo
sobre el conteo fecal de huevos (A), el volumen celular aglomerado (B) y los
conteos de eosindfilos (C), en ovejas Pelibuey en condiciones de pastoreo.

Interaccion entre la energia y proteina con el estado reproductivo

En el analisis de la interaccion triple se observé que en las ovejas lactantes el
alto nivel de proteina permite la reduccién del CFH. En el caso de las hembras
vacias no existieron diferencias atribuidas a la proteina de la dieta y en las ovejas

gestantes los resultados no fueron consistentes (Figura 3).
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Figura 3. Interaccion del nivel de proteina y de energia de las dietas con el estado
reproductivo sobre los conteos fecales de huevos en ovejas Pelibuey infectadas
con nematodos gastrointestinales en condiciones de pastoreo.
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Discusion general
Conteo fecal de huevos

El control de los NGI en el ganado ovino a través de la manipulacion nutricional
ha sido de interés en muchas investigaciones donde se consideran la
suplementacién con energia y proteinas (Cériac et al., 2019; Cériac et al., 2017,
Coop & Holmes, 1996; Crawford et al., 2020; Torres-Acosta et al., 2012). EI CFH
observado durante los diferentes estados reproductivos de las ovejas con la
suplementacién de altos niveles de proteina demuestran el efecto de la
suplementacién con este nutriente sobre las cargas parasitarias, aunque algunos
autores sugieren que la respuesta esta regulada ademas de la cantidad, por la
calidad de proteina suplementada (Crawford et al., 2020) aspecto que no fue
posible estudiar. El efecto de la proteina dietética sobre el control de NGI se ha
atribuido a un reemplazo de nutrientes que se desvian para desarrollar los
elementos protectores de inmunidad (Hoste et al., 2016). Segun Crawford et al.
(2020) las pérdidas de proteina debidas al efecto de la infecciébn con NGI se
puede corregir con un aporte suficiente de proteina dietética, y en este sentido
Knox, Torres-Acosta, & Aguilar-Caballero (2006) indican que puede ser que los
requisitos de proteinas sean mucho mas altos que los recomendados
actualmente debido a los efectos de los NGI sobre el animal hospedador.
Méndez-Ortiz et al. (2019) sugieren una relacion importante entre el parasitismo
y el consumo de energia y proteina de la dieta. Sefialan que se requiere de un
suministro adicional de energia, ademas de la proteina, para el desarrollo de los
mecanismos inmunoldgicos. Sin embargo, en el presente estudio no se observé
este efecto, tal vez porque los niveles de energia suplementados fueron
suficientes para que las ovejas montaran una respuesta inmune adecuada y por
ello que el nivel de energia no mostrara un efecto significativo en el CFH. Aunque
bajo deficiencias de energia algunos estudios muestran que la energia de la dieta
es indispensable en la activacién de los mecanismos de defensa contra los NGI
y con ello se reduce el efecto del parasitismo (Houdijk, 2012; Toscan el al. 2017);
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al parecer, la suplementacion con energia esta sujeta a un proceso de
reprogramacion metabdlica necesaria para el desarrollo y funcionamiento del
sistema inmune (Mancebo, 2017). Este mecanismo puede generar un desvio de
energia para la sintesis de metabolitos celulares necesarios en funciones
efectoras y procesos de defensa (Colditz, 2008; Rhoads, Major, & Rathmell,
2017).

Los altos valores de HPG en ovejas en producciéon superaron ampliamente a los
CFH de las ovejas vacias, podria ser una consecuencia del alza periparto y los
mecanismos inmunoldgicos ampliamente estudiados (Abuargob & Stear, 2014;
Hamer et al., 2019). La elevacién en el CFH durante las ultimas semanas de
gestacion y las primeras de lactancia, se produce por varios factores que actian
de manera simultanea, tales como, un balance energético negativo en la ovejas
(Bell, 1995; Vasileiou et al., 2019), una reduccion en la ingesta voluntaria de
alimento, combinado con baja capacidad de absorcion del intestino, lo que
provoca mala utilizacion del alimento (Coop & Holmes, 1996), una consecuencia
de la variacion del estado reproductivo (Houdijk, 2008), y la depresion
inmunologica (Gonzalez-Gardufio, Lopez-Arellano, Mendoza-de Gives, Torres-
Hernandez, & Arece-Garcia, 2018). La relajacion periparto en el sistema inmune
esta ligada a las necesidades crecientes de energia y proteina para el crecimiento
del feto (Mahieu & Aumont, 2007; Houdijk, 2008), incluyendo cambios
hormonales (Gutiérrez-Amézquita, 2018; Cuenca-Verde, Buendia-Jiménez, &
Alba-Hurtado, 2019). El hecho, que las ovejas lactantes fueran las mas afectadas
con altos HPG, también se pudiera explicar por el desarrollo masivo de larvas
hipobidticas durante esta etapa reproductiva (Falzon et al., 2013). La hipobiosis,
es la pausa del desarrollo larvario en la cual se detiene la maduracion para evitar
el periodo reproductivo y permanecer sexualmente inmaduro en el huésped
(Taylor et al., 2007), por ello la inmunosupresion que se produce en esta etapa
provee una oportunidad que favorece el desarrollo parasitario (Falzon et al.,
2013).
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Volumen celular aglomerado

Los valores estimados para el VCA se vieron favorecidos por la suplementacion
con altos niveles de proteina y el estado reproductivo de las ovejas fue otro factor
gue afecto el nivel del VCA. ElI VCA ademas de indicar el estado de salud del
animal y la presencia de nematodos hematofagos, se correlacion con elementos
que forman parte del sistema inmune, ya que se ha observado que existe un alto
coeficiente de correlacion positivo y alto (r = 0.7, p<0.05) entre el valor VCA 'y los
genes de las citocinas IL-4, IL-8 y TGF-f (Maza-Lopez et al., 2020). Las
inmunoglobulinas, mucoproteinas y productos de células inflamatorias, son de
naturaleza proteica, por lo que se espera que los individuos hagan uso de las
fuentes de proteinas, principalmente en momentos donde se necesita una mayor
participacion del sistema inmunitario (Goldberg et al., 2011). La suplementacion
proteica es una medida de control especificamente en las etapas criticas del
altimo tercio de gestacion y la lactancia, y junto con los suplementos energéticos
pueden mejorar la respuesta inmune y la condicion corporal de las ovejas en el
periparto (Houdijk, Jackson, Coop, & Kyriazakis, 2006), asi como reducir los
cambios pato-fisioldgicos asociados con la haemonchosis en los animales
(Gutiérrez-Gil et al., 2010). Segun Arece y Lopez (2013) los dafios patologicos
ocurren con valores inferiores de 17 - 23 %. Kaplan et al. (2004) sugieren que,
para ser considerado un dafio patolégico los valores, deben estar por debajo del
15 %. También Salazar y Rodriguez (2019) estimaron que ovejas de razas
prolificas y carniceras evidenciaron un descenso significativo en el VCA para ser
catalogado como valor patoldgico en el periodo del periparto y la lactancia. En
otro trabajo, Garcia-Baratute et al. (2009) encontraron que el hematocrito
disminuy6 progresivamente desde el inicio de la gestacion, alcanzando los
niveles mas bajos en el segundo mes de lactancia, situacion similar a la
observada en el presente estudio. Sin embargo, las condiciones de manejo y
alimentacion pueden originar que el VCA no se reduzca tan drasticamente, tal
como se ha observado en Cuba por Arece-Garcia, Lopez-Leyva, Gonzélez-

Gardufo, y Torres-Hernandez (2014) quienes indican que los valores promedio
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de hematocrito se encuentra por encima de 25 % durante la gestacion. Valores
similares de VCA fueron publicados por Maza-Lopez et al. (2020) en ovejas
Pelibuey antes del parto, y Cériac et al. (2017) al investigar el efecto de cuatro
estados nutricionales que difieren en los niveles de proteina y energia. Como es
conocido, el VCA es un parametro importante en las parasitosis
gastrointestinales, especialmente para H. contortus (Mederos et al., 2014). Es
una variable que se afecta con las cargas altas de NGI (Dos Santos Oliveira,
2008), y es considerada como uno de los criterios de resiliencia y resistencia de
los animales (Cériac et al., 2017; Davies, Stear, & Bishop, 2005), lo que pudiera

ser de interés para establecer programas de seleccion.
Eosinofilos

Los EOS son células de defensa y actian junto con inmunoglobulinas (Moreau &
Chauvin, 2010) en el control de NGI, sus valores estan relacionados con el nivel
de carga parasitaria, aunque sus conteos son muy variables dependiendo de
muchos factores (Mishra, 2013). En algunos estudios como el de Buddle, Jowett,
Green, Douch, y Risdon (1992), los EOS contados de manera individual en
corderos infectados artificialmente con T. colubriformis, no proporcionan valores
correlacionados con la infeccion ya que los promedios reportados se encuentran
entre los valores considerados normales y en el caso de ovinos, el umbral es muy
amplio de 0 a 1000/pl, (Aceina et al., 2008; Couto, 2010). Sin embargo, el estado
reproductivo fue el factor que mas afectdé los valores de EOS, por lo que se
pudiera considerar que los animales requieren incrementar el nimero de EOS
como células efectivas antes las infecciones parasitarias, pero puede haber
variaciones con base en el manejo sanitario de los animales (Balic, Cunningham,
& Meeusen, 2006). En el periparto, se produce una elevada carga parasitaria en
las ovejas, esta situacion puede desencadenar eosinofilia como un mecanismo
de defensa del hospedador (Castillo et al.,, 2011; Terefe et al.,, 2009). La
eosinofilia se ha correlacionado negativamente con el CFH, lo cual se refleja en
una menor carga parasitaria (Buendia-Jiménez et al., 2015), situacién que se
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observo en las ovejas vacias de este estudio, con menores CFH y mayores EOS,
en relacién con ovejas en produccion o en ovejas gestantes y lactantes con dos
niveles de proteina en la dieta. ElI aumento del nivel de acumulacion de
eosindfilos en los tejidos o0 en la sangre, con una marcada degranulaciéon se
puede observar en las infecciones parasitarias (Mishra, 2013). Las larvas y los
estadios en desarrollo de NGI, muchas veces se incrustan en la mucosa
intestinal, provocando un estimulo que genera una respuesta del huésped,
caracterizada por un aumento de la eosinofilia (Jawairia, Shahzad, & Mustacchia,
2012). Segun Balic et al. (2006), los eosindfilos pudieran dafiar y matar larvas de
NGI in vivo y su funcidbn puede depender de otros factores celulares e
inmunolégicos, como los mastocitos y las citocinas IL-4. En estudios
desarrollados por Gonzéalez-Gardufio et al. (2018) encontraron un desarrollo de
la respuesta inmune adquirida por aumentando los niveles de IgA y eosinofilos
en infecciones continuas principalmente en los corderos preinfectados con la

mezcla de H. contortus y T. colubriformis.
Conclusiones

La suplementacion con un alto nivel de proteina en la dieta, pueden mejorar la
resistencia de las ovejas y reducir los conteos fecales de huevos de nematodos
y un mayor volumen celular aglomerado durante la lactancia en condiciones de
pastoreo. El estado reproductivo es el factor que mas afecta la respuesta
parasitologica y hematoldgica de ovejas Pelibuey. Las ovejas vacias mantuvieron
cierta resiliencia y resistencia ante los parasitos gastrointestinales, en
comparacion con las ovejas en produccion, y las semanas mas criticas son las
correspondientes con el Ultimo tercio de gestacion y las primeras semanas de la

lactancia.
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CAPITULO 5. DISCUSION GENERAL

Los resultados de los estudios realizados con corderos y ovejas en la lactancia
mostraron los efectos que ocasionan las infecciones de nematodos
gastrointestinales (NGI), especialmente el efecto de H. contortus sobre el estado
de salud de los animales. Siendo una de las principales limitantes para el éxito
de la ganaderia a nivel mundial (Rodriguez-Diego, Olivares-Orozco, Sanchez-
Castillejas, & Arece-Garcia 2018) y sus alteraciones sobre los animales
hospedadores son denominados el sindrome de gastroenteritis parasitaria
(Hernandez, 2011). El parasitismo gastrointestinal tiene un alto impacto en el
desempeiio productivo, provoca anemia severa, anorexia y pérdida de peso,
ademas de altos costos por los tratamientos y la alta tasa de morbilidad y
mortalidad (Burgunder et al., 2018; Mavrot et al., 2015). En la actualidad, el
problema se acentua por la resistencia a la mayoria de los farmacos, y esto
provoca que la desparasitacion no sea eficaz (Reyes-Guerrero et al., 2020;
Torres- Acosta et al., 2019;) lo que ocasiona que las pérdidas econdmicas en el
sector se incrementen. En el estudio presentado se pudo constatar que la energia
es muy importante para el desarrollo inmunolégico en los corderos en
crecimiento, mientras que la proteina fue de mayor importancia en las ovejas en
produccion, ambas categorias son consideradas por muchos, como las mas
susceptibles a los NGI (Arece, 2007; Campbell et al., 2017; Whitley et al., 2014),
por lo que es importante determinar el impacto de la alimentacion en el desarrollo

del control integral en NGI.

Los corderos confinados e infectados con larvas en tercer estadio de H. contortus
mostraron el bajo nivel inmunoldgico a la primera infeccién y con ello la alta tasa
de implantacion de este parasito, lo que generé una respuesta inmune
caracterizada por mediadores celulares como los eosinoéfilos y humorales como
las inmunoglobulinas, los cuales estuvieron dependiendo del nivel nutricional. El
incremento en los niveles de energia de la dieta condujo a que los corderos

desarrollardn una respuesta inmunitaria tras el desafio con las larvas de H.
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contortus. Son varios los autores que confirman los efectos de una buena
alimentacion en el desarrollo inmune del huésped y con ello evitar los efectos de
los NGI (Cériac et al., 2019; Colditz & Hine, 2016). Los animales e incluso el
hombre son capaces de montar una respuesta inmune ante la presentaciéon de
antigenos especificos. Los NGI y principalmente H. contortus, presentan una
marcada variacion antigénica (Hussain et al., 2014) es decir, logran
desencadenar mecanismos inmunoldgicos de defensa en el animal, lo que
permite la eliminacidén de larvas infectantes y paréasitos adultos (Lacroux et al.,
2006). La respuesta de los animales en el presente trabajo coincide con la
descrita por Vlassoff et al. (2001) quienes observaron que a partir de los 10-12
meses de edad, los corderos desarrollaron una respuesta inmunitaria cuando
fueron desafiados con larvas de manera natural durante el pastoreo y en caso de
enfermedad, estrés o malnutricion pueden perder la capacidad de generar una
respuesta adecuada. Se pudo observar en los corderos, la importancia de la
suplementacién con niveles altos de energia en la dieta, como un mecanismo
para fortalecer el sistema inmune y de esta manera regular las cargas parasitarias
de adultos, medidas de manera indirecta a través del conteo fecal de huevos
(CFH) y a pesar de que no se afectaron los valores de las inmunoglobulinas entre
los tratamientos, si se observdé un incremento de estos anticuerpos, como

respuesta a infeccibn semanal con larvas de H. contortus.

Por otra parte, como es ampliamente conocido, las diferencias de género sobre
la resistencia se pudieron apreciar al encontrar que los machos fueron los mas
susceptibles a la parasitosis en comparacion con las hembras y por ello el modelo
estadistico utilizado considero el efecto del género del animal. Se obtuvieron
niveles mas altos de inmunoglobulinas en las hembras en relacién con los
machos. Esto coincide con lo indicado por Barger (1993), Hernandez (2011) y
Mandonnet et al. (2003), quienes han considerado que en general, las hembras
responden de forma mas adecuada (adecuada para ellas o para nosotros) a las
infecciones por NGI. También Gauly et al. (2006), encontraron una mayor
susceptibilidad a los NGI en los machos y de manera general en los rumiantes
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se ha observado este efecto, al encontrar mayores CFH, tasas de
establecimiento larvario y cargas parasitarias. En muchas razas se ha observado
la alta resistencia de las hembras, lo cual se ha indicado desde hace muchos
afios (Adams, 1989) en ovinos merinos. Igual en animales merino en pastoreo
Luffau et al. (1981) observaron bajos CFH y una mayor proporcion en las

reacciones de autocuracion en las hembras.

Las ovejas en la etapa del periparto y lactancia son consideradas las mas
afectadas por los NGI (Goldberg, 2011). Este periodo se caracteriza por una
reduccion en la inmunidad de las ovejas lo cual ocasiona una alta fecundidad de
las hembras de NGI, trayendo como consecuencia elevada cantidad de huevos
eliminados en heces e incrementando la susceptibilidad a otras infecciones
(Abuargoba & Stear, 2014; Hamer et al., 2019). A este fendmeno se le denomina,
elevacion periparto o alza de primavera. Consiste en un aumento transitorio en
conteo fecal de huevos de parasitos en heces de la oveja durante el Gltimo tercio
de gestacion y las primeras semanas de lactancia (Goldberg et al., 2012). El alza
periparto pueden estar modulada por varios factores que actian de manera
simultanea, tales como, un balance energético negativo en la ovejas (Vasileiou
et al., 2019), una reduccioén en la ingesta voluntaria de alimento, combinado con
baja capacidad de absorcion del intestino que provoca mala utilizacion del
alimento (Coop & Holmes, 1996), una consecuencia de la variacion del estado
reproductivo (Houdijk, 2008), y la depresion inmunoldgica (Gonzalez-Garduiio,
Lépez-Arellano, Mendoza-de Gives, Torres-Herndndez, & Arece-Garcia, 2018).
En el presente estudio las ovejas lactantes mostraron los efectos de los parasitos
al observarse altos CFH en comparacion con las ovejas vacias. También se pudo
apreciar el cambio que ocurre en los CFH al pasar de una etapa reproductiva
(gestacion) a otra (lactancia) y en comparacion con las ovejas vacias, se pudo
notar el efecto de la proteina en el estado de salud de los animales. Se ha
mencionado (Mahieu & Aumont, 2007) que la relajacion periparto en la inmunidad
esta ligada a las necesidades crecientes de energia y proteina para el crecimiento
del feto, asi como a cambios hormonales (Mufioz-Guzméan et al., 2019). La
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respuesta de las ovejas en el control de los NGI, se vieron beneficiados por el
aporte de proteina en la dieta, algo diferente a lo que resulté para el caso de los
corderos confinados, por lo que se puede mencionar que el control de los NGI
depende de muchos factores y la respuesta de los animales es muy variable. En
este sentido, Houdijk et al. (2006) encontraron que la suplementacion proteica es
una medida de control especificamente en las etapas criticas del dltimo tercio de
gestacion y lactancia y junto con los suplementos energéticos pueden mejorar la
respuesta inmune, la condicidon corporal de las ovejas en el periodo periparto.
Gutiérrez-Gil et al. (2010) y Goldger et al. (2011) coinciden al plantear que el
principal efecto de la suplementacién proteica consiste en el aumento de la
capacidad inmune y aumento de la resistencia a la reinfeccion, fundamentada en
una mayor respuesta inmune celular en la mucosa gastrointestinal. El estado
reproductivo también es un factor que considerar a la hora de establecer

cualquier estrategia de control de NGI.

Se concluye que existe la necesidad del desarrollo de estrategias de control
contra nematodos gastrointestinales, considerando a la suplementacion de
energia y proteina como parte de la manipulacion nutricional. Se requiere del
aporte suficiente de energia en la etapa de finalizacion de los coderos en
confinamiento y de la suplementacion de proteina en ovejas en periparto, para
reducir los efectos de los NGI y para mejorar la respuesta inmunoldgica y
mantener los indices de salud en los animales medido a través de los indices

hematolégicos.
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