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RESUMEN

ARGININA, VITAMINAS E'Y C EN LA RESPUESTA INMUNE Y ESTRES
OXIDATIVO EN POLLOS DE ENGORDA CON DESAFIO A Eimeria spp Y VIRUS
DE LA ENFERMEDAD DEL NEWCASTLE

Pablo A. Dominguez Martinez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2014

La oxidacion causada por patdgenos es un problema de suma importancia en animales.
Pollos mixtos, de un dia de edad (Cobb 500, n=624) fueron asignados al azar a uno de seis
tratamientos. Como testigo se utilizd una dieta base (T; 40 mg de VE kg de alimento y
1.5% de ARG). El segundo tratamiento fue la dieta base + ARG (ARG; + 0.3%). El tercer
tratamiento fue la dieta base + ARG + VE (AVE; + 0.3% y + 40 mg kg de alimento). El
cuarto tratamiento fue la dieta base + ARG + VC (AVC; + 0.3% + 1 g kg de alimento).
El quinto tratamiento fue la dieta base suplementada con VE + VC (VEC; +40mg + 1 g
kg™ de alimento). El sexto tratamiento fue la dieta base + ARG + VE + VC (AVEC; +
0.3% + 40 mg + 1 g kg? de alimento). Al dia 14 todos los pollitos fueron inoculados
oralmente con 100 veces la dosis normal de la vacuna contra coccidia Advent®. También
se vacuno contra la enfermedad del virus de Newcastle a los 28 dias de edad. Se evaluaron
las lesiones intestinales (duodeno, yeyuno y ciego) y los pesos relativos de los érganos:
bolsa de Fabricio, bazo y timo a los 23 dias de edad. Se tomaron muestras de plasma antes
(2 h) y despuées (12, 24 y 48 h) del desafio con coccidia, para determinar las
concentraciones de malondialdehido, oxido nitrico y actividad de glutation peroxidasa. A
los 21, 35 y 38 dias de edad se colectaron muestras de suero sanguineo para la
determinacion de anticuerpos especificos al virus del Newcastle. Las lesiones en yeyuno

fueron menores en los tratamientos AVC y VEC, mientras que en los ciegos de las aves del



tratamiento VEC presentaron las lesiones mas fuertes; las lesiones en duodeno no se vieron
afectadas por los tratamientos. Los pollos alimentados con la dieta AVEC tuvieron los
niveles mas bajos de malondialdehido antes del desafio con coccidia, pero 12 horas después
del desafio sus niveles fueron mayores que los del tratamiento testigo, ARG y AVE. Las
concentraciones plasmaticas de Oxido nitrico antes del desafio fueron superiores en el
tratamiento ARG; 12 h después del desafio las concentraciones de los tratamientos
suplementados con vitamina C (AVC, AVE y AVEC) fueron significativamente (P<0.05)
mas altas que el resto de los tratamientos. La actividad de glutation peroxidasa fue mayor
antes y después del desafio, en los tratamientos suplementados con vitamina C. Los
tratamientos no tuvieron efecto alguno sobre la cantidad de anticuerpos especificos al virus
de la enfermedad del Newcastle. La suplementacion de Arginina, vitamina E y C puede

ayudar a modular el estrés oxidativo después de un desafio con coccidia.

Palabras Clave: arginina, vitamina E, vitamina C, Eimeria, pollo de engorda



ABSTRACT

ARGININE, VITAMINS E AND C ON THE IMMUNNE RESPONSE AND
OXIDATIVE STRESS OF BROILER CHICKENS CHALLENGED WITH Eimeria
spp. AND NEWCASTLE DISEASE VIRUS

Pablo A. Dominguez Martinez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2014

Oxidation is a major problem associated with pathogen damage. One day-old mixed
broilers (Cobb 500; n=624) were randomly assigned to one of six treatments: a basal diet
(CTL; 40mg of vitamin E (VE) kg™ of feed and 1.5% Arginine (ARG)) or the basal diet
plus ARG (ARG; 0.3%), ARG + VE (AVE; 0.3% and 40 mg kg* of feed ), ARG + VC
(AVC; 0.3% and 1g kg™ of feed), VE + VC (VEC; 40mg + 1g kg of feed), or ARG + VE
+ VC (AVEC; 0.3% + 40mg + 1g kg of feed). At d 14 all birds were orally challenged
with 100x the normal dose of Advent® cocci-vaccine. Also, at d 28 all birds were
vaccinated against Newcastle virus disease. Intestinal lesion scores in duodenum, jejunum
and ceca were recorded, along with relative immune system organ weights at d 23. Plasma
samples were taken before (2h) and after challenge (12, 24 and 48h) to determine
malondialdehyde, nitric oxide and glutathione peroxidase activity. At days 21, 35 and 38
serum samples were taken to determine Newcastle disease virus antibodies. The jejunum
LS was lower in the AVC and VEC birds than in CTL birds, whereas ceca LS was highest
in AVE birds compared to other treatments, and the duodenum LS was not affected by
treatments. Birds fed the AVEC diet had the lowest malondialdehyde levels before
challenge, but higher levels of malondialdehyde than birds fed the CTL, ARG or AVE 12h
after challenge. Before challenge ARG birds had higher (P< 0.05) nitric oxide levels than

AVEC-fed birds, but 12h after challenge birds fed the CTL, ARG or AVE diet had lower



nitric oxide levels than birds fed the AVC, VEC or AVEC diet. Before and after challenge
glutathione activity was higher in treatments supplemented with vitamin C. There was no
significant effect of dietary treatments on Newcastle disease virus antibodies.
Supplementation of ARG, VE, and VC may help modulate the oxidative stress during a

coccidiosis challenge.
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INTRODUCCION

La coccidiosis en aves es una enfermedad causada por protozoarios del género Eimeria.
Tradicionalmente la coccidiosis se controla con el uso de coccidiostatos, pero el uso
prolongado de estas sustancias ha resultado en la aparicion de cepas resistentes a dichos
productos (Peek y Landman, 2011). Recientemente, la aplicacion de vacunas contra
coccidia ha reducido la dependencia de los coccidiostatos para el control de esta
enfermedad (Vermeulen et al., 2001; Chapman et al., 2002). Un factor que ha limitado la
eficacia de las vacunas es que, hasta ahora, no se ha aislado un antigeno capaz de producir
una respuesta inmune que brinde proteccion suficiente ante una infeccion con Eimeria
(Peek y Landman, 2011). La coccidiosis generalmente se asocia con dafio a tejidos y estrés
oxidativo, debido a la invasion de los esporozoitos en las células epiteliales (Conway y

McKenzie, 2007) y a la produccién de 6xido nitrico (ON) como una respuesta inmune.

La resistencia de los parasitos a los coccidiostatos y la preocupacion de los consumidores
sobre los efectos de dichas sustancias en la salud humana, han despertado gran interés en la
funcién que pueda jugar la nutricién ante infecciones con Eimeria (Allen et al., 1998;

Gabriel et al., 2006).

Se ha demostrado que la suplementacion de arginina (ARG) y vitamina E, tienen efecto
contra las infecciones con coccidia; sin embargo, los resultados no han sido consistentes.
Allen (1999), reporto que la suplementacion de ARG a gallinas infectadas con Eimeria no
causo un incremento en los niveles plasmaticos de ON; pero en un estudio realizado
posteriormente, las aves que fueron alimentadas con 1.64% de ARG e infectadas con dosis

elevadas de Eimeria tuvieron los niveles mas altos de ON en plasma, lo anterior sugiere una



respuesta inmune con mayor intensidad (Allen y Fetterer, 2000). Colnago et al., (1984)
reportaron que 100 Ul de VE kg? de alimento, ayudaron al sistema inmune después de una
inmunizacion con Eimeria y mejoraron en el peso corporal en comparacion con las aves no
suplementadas. Allen y Fetterer (2002) reportaron que la suplementacion de 100 Ul de VE
kg™ de alimento a gallinas infectadas con Eimeria maxima no tuvo efecto sobre el peso
vivo o0 la conversién alimenticia, pero hubo un incremento en la cantidad de ooquistes
excretados; ademas, aves expuestas a una infeccion severa con la misma especie de Eimeria
y suplementadas con 200 Ul de VE kg™ tuvieron pesos corporales menores, sin afectar su
conversion o la cantidad de ooquistes excretados. Pérez-Carbajal et al. (2010) reportaron
que pollos vacunados contra coccidia y posteriormente desafiados con una mezcla de
Eimerias mejoraron el estallido respiratorio, tanto de heteréfilos y monocitos, aunado a eso,
las aves enfrentaron una infeccion menos severa al consumir un suplemento de 80 Ul de

VE kgty 0.3 % de ARG, sugiriendo un efecto aditivo entre ARG y VE.

Por otra parte, los efectos de la vitamina C (VC) en aves con infeccidn de coccidia, no han
sido bien documentados. Los pollos de engorda son capaces de sintetizar VC, sin embargo,
no son completamente capaces de producir cantidades adecuadas hasta después de los 15
dias de edad (Puls, 1994). Por si fuera poco, la cantidad de VVC sintetizada por el ave puede
ser insuficiente bajo condiciones de estrés (estrés térmico y enfermedades infecciosas). A
parte de su funcién como un antioxidante, la VC ayuda a la resintesis de la VE mediante la
reconversion de la forma oxidada de alfa tocoferol a su forma reducida (Whitehead y

Keller, 2003).



HIPOTESIS

La suplementacion concurrente de ARG, VE y VC pudieran tener un efecto aditivo o
sinérgico, sobre el estatus de antioxidantes, respuesta inmune y desempefio productivo de
pollos de engorda criados bajo condiciones comerciales, expuestos a un desafio con

Eimeria y vacunados contra el virus de la enfermedad del Newcastle.

OBJETIVOS

Los objetivos de este experimento fueron evaluar las variables asociadas con la respuesta
del sistema inmune innato, el estatus de antioxidantes inmediatamente después del desafio,
respuesta inmune a la vacunacion contra el virus de la enfermedad del Newcastle y la
respuesta productiva de pollos de engorda alimentados con dietas (libres de coccidiostatos)

suplementadas con ARG, VE, VC y sus combinaciones.



REVISION DE LITERATURA

Coccidiosis

La coccidiosis en pollos es una enfermedad causada por protozoarios del género Eimeria.
Esta enfermedad es de importancia universal en la produccion avicola. Una infeccion
severa, capaz de producir manifestaciones clinicas es llamada “coccidiosis” y aquellas
infecciones de menor severidad (sin manifestaciones clinicas), son llamadas “coccidiasis”

(Conway y Mckenzie, 2007).

Estos parésitos se multiplican en el sistema digestivo ocasionando dafios en el tejido, lo que
resulta en la interrupcion de los procesos de digestion y absorcion de nutrientes. Ademas,
hay pérdida de sangre, deshidratacion, disminucién en la pigmentacion de la piel, y se

incrementa la susceptibilidad a otras enfermedades infecciosas.

Como la mayoria de las enfermedades parasitarias, la coccidiosis generalmente es una
enfermedad de animales jovenes, debido a que se desarrolla inmunidad después de haber
sido expuesto al parasito. Desafortunadamente no existe inmunidad cruzada entre especies
de coccidias, por lo que brotes posteriores, pueden atribuirse a otras especies de Eimeria

(McDougald y Fitz-Coy, 2008).

El ciclo de vida de los coccidios del genero Eimeria es corto, ademas de su potencial
reproductivo tan grande en aves de corral, a menudo resulta en brotes severos de la

enfermedad, en parvadas de cualquier tamario.



Ciclo de Vida de la coccidia

El ciclo de vida de Eimeria tenella es tipico de todas las especies de Eimeria, aunque en
algunas varia el nimero de generaciones asexuales y el tiempo requerido para cada etapa de
desarrollo. Después de que la pared del ooquiste es molida en la molleja, se liberan los
esporozoitos, quienes son capaces de entrar (inmediatamente) en las células de la mucosa
intestinal. Al menos 2 generaciones de esquizogonia (a veces hasta 4 generaciones), dan
lugar a la fase sexual, donde los pequefios microgametos buscan y se unen a los
macrogametos. El cigoto resultante, madura y se convierte en un ooquiste, el cual es
liberado de la mucosa intestinal y desechado en las heces del ave. El ciclo completo

generalmente se lleva a cabo en 4 0 6 dias, dependiendo de la especie (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo de vida tipico de coccidios del genero Eimeria.



Enfermedad del Virus del Newcastle

La importancia econdmica del virus de la enfermedad del Newcastle es grande a nivel
mundial. Hasta antes del brote de influenza H5N1, la enfermedad de Newcastle
representaba un gasto en la economia mundial mucho mayor al de cualquier otro virus de
interés zootécnico. Para la industria avicola de paises en vias de desarrollo, no sélo los
brotes de la enfermedad representan pérdidas econdmicas; también las medidas de control y
diagndstico son fugas constantes de capital. Las pérdidas constantes causadas por la
enfermedad de Newcastle tienen gran efecto sobre la cantidad y calidad de la dieta de
poblaciones de escasos recursos. Por lo tanto, las pérdidas ocasionadas por el virus de la
enfermedad de Newcastle, no deben cuantificarse Unicamente en la industria; ademas, debe
tomarse en cuenta el efecto sobre la salud humana y la disminuciéon del potencial de

crecimiento socioecondémico (Alexander y Senne, 2008).

El virus de la enfermedad del Newcastle posee una gran variedad de tipos, los cuales a su
vez varian enormemente en la severidad de la enfermedad que producen. Esta gran variedad
ha ocasionado problemas en la identificacion de la enfermedad, por lo que se ha hecho una
clasificacion de las formas de la enfermedad, basandose en los signos clinicos que ocasiona
en las aves (Alexander y Senne, 2008). La clasificacion de las formas de la enfermedad es

la siguiente:

e Forma de Doyle: es una infeccion aguda y letal que ataca aves de cualquier

edad. Es frecuente encontrar lesiones hemorragicas del sistema digestivo.



e Forma de Beach: es una infeccion aguda y a menudo letal que ataca aves de
cualquier edad. Sintomas neuroldgicos y respiratorios caracterizan esta
forma.

e Forma de Beaudette: es una infeccion menos patogénica, en la cual
generalmente solo se observan muertes en aves jovenes. También hay
sintomas neuroldgicos y respiratorios. Los virus que causan esta forma de la
enfermedad han sido utilizados para elaborar vacunas vivas secundarias.

e Forma de Hitchner: es causada por virus de patotipos lentogénicos,
generalmente se presentan infecciones respiratorias leves o aparentemente
inexistentes. Estos virus se utilizan comdnmente para la fabricacion de
vacunas.

e Forma entérica-asintomatica: esta forma causa principalmente infecciones
intestinales, sin sintomas visibles. Algunas de las vacunas de virus vivos

usan esta forma.

En pollos y gallinas, la patogenicidad de la enfermedad del Newcastle estd determinada
principalmente por la cepa del virus; aunque la dosis, via de administracion, edad del ave y
el ambiente también tienen efecto. Cabe mencionar que en cuanto mas joven sea inoculada
el ave, més fuerte serd la infeccion. Al parecer la genética no tiene efecto sobre la
susceptibilidad a la enfermedad. La infeccion via nasal, ocular o bucal acentuan los

sintomas respiratorios.

Se cree que la transmision de la enfermedad entre aves, normalmente se da mediante la
inhalacion de aerosoles expulsados por otras aves o mediante la ingestion de particulas

contaminadas.



El promedio de incubacion del virus es de 5 ¢ 6 dias, aunque hay reportes que indican la
aparicion de la sintomatologia desde los 2 hasta 16 dias después de que el ave fue expuesta
(Alexander y Senne, 2008). La duracion del periodo de incubacién se ve influenciada por

otros factores como la edad del ave y el ambiente.

Arginina

La Arginina es uno de los aminoacidos mas versatiles en las células animales. Funciona
como un precursor de proteinas y de o6xido nitrico, urea, poliaminas, prolina, glutamato y

creatina (Wu y Morris, 1998).

Este aminoécido fue aislado por primera vez de las semillas de lupino en 1886 e
identificado como componente de las proteinas animales en 1895. La estructura de la
arginina fue establecida mediante la hidrolisis alcalina para producir ornitina y urea y de la
sintesis de ornitina-benzoilo. Posteriormente, se demostrd que la arginina es necesaria para
el crecimiento 6ptimo de los pollos y de las ratas jovenes, no asi para las ratas adultas
sanas. Como resultado de estos hallazgos, se llegé a la clasificacion inicial de la arginina
como un aminoacido “no esencial” para humanos adultos (en buen estado de salud), pero

como esencial para mamiferos jévenes en crecimiento y carnivoros (Wu y Morris, 1998).

Hubo descubrimientos clave en los que se reportd que la arginina es el precursor para la
sintesis de nitritos/nitratos en mamiferos, y que el 6xido nitrico es el factor relajante
derivado del endotelio. Ahora se sabe que muchos tipos de células utilizan arginina para
generar 6xido nitrico (Wu y Morris, 1998); el cual es pieza clave en una gran diversidad de
procesos (vasodilatacion, respuestas inmunes, neurotransmision y la adhesion de plaquetas

y leucocitos).



A raiz de todos estos descubrimientos se ha despertado un gran interés en las funciones que

desempefia la arginina en la bioquimica, fisiologia y nutricion humana y animal.

Vitamina E

Se clasifica a la vitamina E como un nutriente esencial para todas las especies animales,
incluyendo a los humanos. Sin embargo, hay discrepancias en cuanto a bajo qué

circunstancias es necesario suplementarla y en que concentracion (Combs, 2008).

A diferencia de otras vitaminas, la vitamina E no solo no es toxica, al parecer puede ser
beneficiosa cuando se suplementa en concentraciones considerablemente mayores a

aquellas propuestas para prevenir sintomas clinicos de su deficiencia.

En la naturaleza solo las plantas son capaces de sintetizar la vitamina E, por lo tanto, las
fuentes importantes para la alimentacion humana y animal son los aceites vegetales,

semillas y cereales. Hoy en dia la vitamina E también se produce de manera sintética.

La funcién principal de la vitamina E es actuar como un antioxidante. Practicamente
participa en el mantenimiento y proteccion de todas las membranas celulares del cuerpo. Su
funcién antioxidante involucra la reduccién de radicales libres, por lo tanto protege de los

dafos que estos pudieran causar (Combs, 2008).

El mantenimiento y proteccion de las membranas celulares es clave en el funcionamiento
del sistema inmunoldgico, ya que protege a las células del sistema inmune de las especies
de oxigeno reactivas (producto de procesos inflamatorios). Esas especies de oxigeno
reactivo se producen principalmente por células fagociticas. Cuando los neutrofilos y

macrofagos activados se encuentran o ingieren una bacteria, liberan una gran cantidad de



O2 y H202 en un proceso llamado estallamiento respiratorio. Estas especies reactivas son
importantes en el control de patdgenos; sin embargo, también pueden ser dafiinas para las
mismas células inmunoldgicas si no son controladas. Por lo tanto, es de suma importancia
mantener un balance positivo de antioxidantes (vitamina E), mediante la suplementacion a
niveles superiores a los ingeridos cominmente en dietas para humanos y animales (Combs,

2008).

Vitamina C

Solo unas cuantas especies requieren de la suplementacién de vitamina C, ya que carecen
de una enzima para su sintesis. Para la mayoria de las especies, el acido ascérbico es un
metabolito comun de la glucosa, pero no es un componente esencial de sus dietas (Combs,
2008). Muchas de sus funciones involucran un sistema de 6xido-reduccién, que le permiten

(junto con la vitamina E) actuar como antioxidantes.

La vitamina C es el antioxidante soluble en agua de mayor abundancia en plasma, tejidos
intersticiales y fases solubles de la célula, por lo tanto, actia como una primer linea de

defensa contra las especies reactivas presentes en esos espacios (Combs, 2008).

Se ha descubierto que el &cido ascorbico afecta la funcion inmune del organismo de
distintas maneras (Combs, 2008). Estimula la producciéon de interferones, la respuesta
guimiotactica y proliferativa de los neutréfilos, evita la inactivacion enziméatica ocasionada

por radicales libres (productos del estallamiento respiratorio).

La suplementacién de vitamina C también tiene beneficios bajo condiciones de estrés
ambiental, dado que en esas condiciones la demanda metabolica de la vitamina supera la
sintesis enddgena de la misma. Este es el caso de las aves criadas en sistemas de
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produccion intensivos. Aunque las aves normalmente no requieren de vitamina C exdgena,
bajo condiciones de manejo intensivo, claramente se observa un beneficio a raiz de su

suplementacion (Combs, 2008).
MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron pollos mixtos (hembras y machos) recién nacidos (Cobb 500; n=624) y fueron

asignados al azar a uno de seis tratamientos.

Como testigo se utilizd una dieta base (T; 40 mg de VE kg de alimento y 1.5% de ARG).
El segundo tratamiento fue la dieta base + ARG (ARG; + 0.3%). El tercero fue la dieta
base + ARG + VE (AVE; + 0.3% y + 40 mg kg* de alimento). El cuarto tratamiento fue la
dieta base + ARG + VC (AVC; + 0.3% + 1 g kg de alimento). El quinto tratamiento fue
la dieta base suplementada con VE + VC (VEC; + 40 mg + 1 g kg de alimento). El sexto
tratamiento fue la dieta base + ARG + VE + VC (AVEC; + 0.3% + 40 mg + 1 g kg de

alimento).

Todas las dietas fueron formuladas para cubrir o0 exceder las recomendaciones nutricionales
del NRC (1994) para pollos de engorda. No se agregaron coccidiostatos ni promotores de

crecimiento.

La Arginina fue agregada como L-arginina HCI (Sigma-Aldrich, Milwaukee, M), la
vitamina E se suplement6 como a-tocoferol (Producers Cooperative Assocition, Bryan,
TX) y la vitamina C fue afiadida en forma de &cido ascérbico (Rovimix Stay-C 35, DSM

Nutritional Products Inc. Freeport, TX).
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Los pollos fueron criados bajo una temperatura de inicio de 32° C, la cual fue decreciendo
2° C semanalmente hasta alcanzar los 20° C. Se utilizé un programa de iluminacion de 18
horas de luz y 6 horas de obscuridad. Una densidad final de 14 aves/ m? fue utilizada en

cada uno de los corrales.
Desafio y Manejo

Al dia 14 todos los pollitos fueron inoculados oralmente con 100 veces la dosis normal de
la vacuna contra coccidia Advent®. Dicha vacuna contiene ooquistes viables de E.
acervulina (cepa VND-A10), E. maxima (cepa VND-M27) y E. tenella (cepa VND-T49)

(Novus International Inc. St. Louis, MO).

Durante todo el experimento las aves tuvieron libre acceso a alimento y agua. Se
obtuvieron pesos vivos y consumos de alimento semanalmente para determinar la

conversion alimenticia para cada uno de los tratamientos.

Dos horas antes y 12, 24 y 48 horas después de inocular a los pollos con coccidios, se
tomaron 10 pollos al azar de cada tratamiento, para obtener muestras de plasma sanguineo.
Al dia 21, 35 y 38 nuevamente se seleccionaron 10 pollos al azar para obtener suero

sanguineo.

A los 28 dias de edad todos los pollitos fueron vacunados intraocularmente contra la
Enfermedad del Newcastle (Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge, lowa). Previamente, a
los 21 dias de edad (7 dias antes de la vacunacion) y después a los 35 y 38 dias de edad (7 y
10 dias después de la vacunacidn, respectivamente) se colectd suero sanguineo de 10 pollos
por tratamiento para determinar los titulos de anticuerpos especificos al Virus de la
Enfermedad del Newcastle. Cabe mencionar que para los analisis relacionados con
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Newcastle, se tomd en cuenta otro grupo (testigo negativo; TN ) de pollos de la misma edad
que no habia sido desafiado con Eimeria, pero que habian sido criados bajo las mismas
condiciones (luz, temperatura, agua y alimento ad libitum) y estuvieron consumiendo la

misma dieta que el testigo del estudio.

Para la obtencion del plasma sanguineo, se usaron tubos con EDTA como anticoagulante
(BD, Franklin Lakes, NJ). Una vez tomada la muestra, los tubos fueron centrifugados a
1000 veces g durante 10 minutos a 4° C, se colecto el sobre nadante y fue almacenado a -
80° C hasta su andlisis. Para el suero, se dejoé coagular la sangre durante dos horas a
temperatura ambiente y después los tubos fueron centrifugados a 1000 veces g durante 10

minutos a 4° C, el sobrenadante fue colectado y almacenado a -80° C hasta su analisis.

Respuesta Inflamatoria y Estrés Oxidativo

Oxido Nitrico (ON)

El plasma sanguineo tomado 2 horas antes y 12, 24 y 48 horas después del desafio fue
utilizado para la determinacion de ON a través de sus productos finales in vivo Nitrito
(NO2-) y Nitrato (NOs-). Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y fueron
utilizadas como se indica en el manual del Kit de Analisis Colorimétrico para
Nitrito/Nitrato (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). El kit mide la conversion enzimatica
de NOz- a NO»-, seguida de la conversion del NO2- a un compuesto azo purpura causado
por la adicidn de los reactivos de Griess. La medicién de la absorbancia (a 540 nm) de las

muestras permite determinar con gran precision la concentracion total de Nitrito/Nitrato.
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Malondialdehido (MDA)

El plasma sanguineo tomado 2 horas antes y 12, 24 y 48 horas después del desafio fue
utilizado para la determinacion de las concentraciones de MDA. Las muestras se
descongelaron a temperatura ambiente y se utilizaron como es descrito en el manual del Kit
de andlisis de TBARS (substancias reactivas al acido tiobarbiturico, por sus siglas en
inglés) (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). El producto de la reaccion del MDA con el
acido tiobarbiturico a altas temperaturas (+90° C) y bajo condiciones acidas, fue medido

colorimétricamente a una longitud de onda de 535 nm.
Glutation Peroxidasa (GPx)

Las muestras de plasma tomadas 2 horas antes y 12, 24 y 48 horas después del desafio se
usaron para determinar la actividad de la GPx. La actividad de la enzima se mide
indirectamente por medio de una reaccion con la glutation reductasa (GR), usando el Kit de
Andlisis de Glutation Peroxidasa (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). Una reduccién del
hidroperédxido por la GPx produce glutation oxidado (GSSG), el cual es reducido a su vez
por la GR y el NADPH. La oxidacion del NADPH produce una reduccion en la absorbancia
(cuando se mide a 340 nm), esta tasa de reduccion es directamente proporcional a la

actividad de la GPx en la muestra.
Variables de Inmunidad
Peso Relativo de los Organos Inmunoldgicos (PROI)

Doce pollos de cada tratamiento se seleccionaron al azar y fueron sacrificados por

hipercapnia a los 23 dias de edad, se usaron para determinar el peso relativo de los érganos
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inmunoldgicos (peso relativo = peso del 6rgano x 1000 / BW). La Bolsa de Fabricio, Bazo
y Timo fueron retirados cuidadosamente y liberados de tejido conectivo para pesarse

individualmente (peso fresco).

ELISA (IgA)

Las muestras de suero sanguineo tomadas en el dia 21 (7 dias después del desafio) se
usaron para la deteccidon de IgA, siguiendo las instrucciones del Kit ELISA para IgA de
gallinas (Bethyl Laboratories, Inc. Montgomery, TX). La IgA presente en las muestras se
liga a la anti-inmunoglobulina IgA de pollo y después se cataliza una reaccién
colorimétrica mediante la adicion de peroxidasa de rabano y el sustrato TMB (3,3°,5,5" —
tetrametilbenzidina), se produce un color azul el cual se torna amarillo mediante la adicion
de é&cido sulfurico diluido para terminar la reaccion. La absorbancia a 450 nm es

proporcional a la cantidad de IgA presente en las muestras.

ELISA (EVN)

El suero sanguineo tomado los dias 21, 35 y 38 fue utilizado para la cuantificacion de
anticuerpos de la Enfermedad del Virus del Newcastle, siguiendo el protocolo del Kit de
prueba para anticuerpos de EVN de IDEXX (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME).
Los anticuerpos de la EVN forman un complejo con los antigenos con los que previamente
se ha recubierto la micro placa. Se afiade un conjugado y un substrato enzimatico y la
formacion de color subsiguiente esta relacionada con la cantidad de anticuerpos de la EVN,

cuando se lee la absorbancia a 650 nm.
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Lesiones Intestinales

Doce pollos por tratamiento fueron sacrificados en el dia 23 y fueron utilizados para
determinar la severidad de las lesiones intestinales causadas por coccidios. El duodeno,
yeyuno y ciegos son los principales sitios de infeccion de E. acervulina, E. maxima y E.
tenella (respectivamente). Se utiliz6 una escala de 0 a 4, en la cual, una puntuacion de 0
indica la ausencia de lesiones visibles y una puntuacion de 4 representa el mayor grado de

lesiones (Johnson y Reid, 1970).

Anadlisis Estadisticos

Los datos fueron analizados segun un disefio completamente al azar, utilizando el
procedimiento GLM del paquete estadistico SAS® 9.0 (Cary, NC, 2006). Cuando se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05) se utiliz6 una prueba de
Tukey para separar diferencias entre medias. Los datos de lesiones intestinales se

analizaron mediante una prueba no paramétrica (Kruskal-Wallis).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las infecciones con Eimeria ocurren cuando un pollo ingiere ooquistes esporulados, tan
pronto entran al organismo del ave, se despliega la primera respuesta por parte del sistema
inmune innato para intentar detener la invasion. Los ooquistes son triturados en la molleja y
se liberan los esporozoitos, los que son capaces de invadir las células del huésped. Entre 12
y 48 horas después de la invasion, los esporozoitos pasan a una etapa de alimentacion en la
cual se les conoce como trofozoitos (Conway y McKenzie, 2007). Debido al ciclo de vida
tan corto y la velocidad con que las coccidias invaden al huésped, aunado a la rapidez con
la que el sistema inmune innato responde a la infeccion; el objetivo de este estudio fue
investigar si la suplementacion concurrente de ARG, VE y VC por encima de los niveles
recomendados (NRC, 1994) tiene algun efecto sobre el estrés oxidativo (MDA), ON,
actividad de GPx a partir de las 12 horas post-desafio con Eimeria spp, sobre la respuesta
productiva e inmunidad del ave (peso relativo de los 6rganos inmunolégicos, IgA y

anticuerpos especificos a la enfermedad del virus de Newcastle.

A los 7 dias de edad sélo se detectaron diferencias entre las aves del tratamiento VEC y
AVE (Cuadro 1), las del grupo VEC fueron méas pesadas (174+1.9 g y 164+2.2,
respectivamente). El hecho de que los pollos en el tratamiento VEC hayan sido mas
pesados a los 7 dias de edad, quiza se debid a la suplementacion de vitamina C, ya que los
rifiones no sintetizan acido ascorbico en las cantidades requeridas por el ave, sino, hasta
después de los 15 dias de edad (Puls, 1994). Después de los 7 dias no se observaron
diferencias significativas en el peso vivo de las aves, hasta los 42 dias de edad (Cuadro 1).
Se encontr6 que los pollos del grupo VEC (2,806+74 g) fueron mas pesados que los del

grupo AVC (2,452+67 g). Los pollos de 42 dias de edad tenian sus rifiones completamente
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desarrollados y fueron capaces de sintetizar acido ascorbico en las cantidades requeridas,
aungue bajo condiciones de estrés (altas temperaturas, enfermedades infecciosas, etc.) la
VC sintetizada por el ave es insuficiente, se ha propuesto que en estos casos, la
suplementacion de VC ayuda a alcanzar un crecimiento adecuado de las aves aun en
condiciones de estrés (Amakye-Anim et al., 2000; Lohakare et al., 2005). Las diferencias
encontradas a los 7 y 42 dias de edad, pudieran deberse a la suplementacion de Arginina.
Varios estudios (Fuller et al., 1967; Keshavarz y Fuller, 1971a,b; Chamruspollert et al.,
2002) han demostrado que la suplementacion de ARG puede reducir el crecimiento, ya que
en esas condiciones se utiliza a la metionina como donadora de grupos metilo para la
sintesis de creatina, lo que resulta en una menor cantidad de metionina disponible para
crecimiento. Sin embargo, la conversion alimenticia y consumo de alimento no se vieron
afectados a lo largo del experimento. La mortalidad tampoco se vio afectada por alguno de

los tratamientos durante todo el estudio.

Cuadro 1. Efecto de la dieta! en el peso vivo semanal de pollos de engorda, desafiados? a
los 14 dias de edad con Eimeria spp.

Semana T ARG AVE AVC VEC  AVEC EE P>
1 0.168% 0.169® 0.164> 0.169® 0.174% 0.170% 0.0017 0.014
2 0.460 0.460 0.450 0.450 0.471 0.446 0.0075  0.218
3 0.722 0.693 0.732 0.640 0.746 0.733 0.0259  0.091
4 1.246 1.245 1.148 1.190 1.312 1.217 0.0375  0.097
5 1.854 1.694 1.875 1.777 2.072 1.863 0.0862  0.107
6 2.537% 2.662® 2.596® 2452 2.806% 2.561% 0.0672  0.029

#dMedias sin superindice igual son significativamente diferentes (P<0.05). Los valores son el
promedio de 10 observaciones.

1Se utilizé una dieta base como testigo (T; 40 mg de vitamina E kg™ de alimento y 1.5% de
Arginina), la dieta base mas Arginina (ARG; +0.3%), dieta base mas Arginina + vitamina E (AVE; +0.3% y
+40mg kg ide alimento), dieta base mas Arginina + vitamina C (AVC; +0.3% y +1g kg de alimento), dieta
base mas vitamina E y C (VEC; +40mg y +1g kg™ de alimento), y dieta base mas Arginina, vitaminaE'y C
(AVEC; +0.3%, +40mg y +1g kg™ de alimento).

2Los pollos fueron desafiados con 100 veces las dosis normal de la vacuna para coccidia Advent®
(45x10* ooquistes viables). La vacuna contiene un mezcla de E. tenella, E. maxima, y E. acervullina.
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Respuesta Inflamatoria y Estrés Oxidativo

Antes de ser inoculados los pollos con Eimeria, los que recibieron la dieta con ARG
tuvieron niveles significativamente mas altos de ON que los de la dieta AVEC (Figura 2).
Doce horas después de la inoculacion las muestras de plasma revelaron que los tratamientos
suplementados con vitamina C (AVC, VEC y AVEC), tuvieron concentraciones totales de
Nitrito/Nitrato considerablemente mayores a las de los grupos T, ARG y AVE (Figura 2).
Las concentraciones de ON se mantuvieron altas a las 24 y 48 horas, sin haber diferencias
significativas entre tratamientos. EI ON es un mediador de inmunidad innata, niveles mas
altos de ON sugieren una respuesta inmune de mayor intensidad en pollos suplementados
con VC. Ruiz-Feria (2009) propuso que la VC puede tener un efecto aditivo en
combinacidén con la arginina y VE, incrementando la bio-disponibilidad del ON. Por otra
parte, Lee et al. (2008) reportaron que la VC estimula la actividad de interferon-y,
incrementado la cantidad de RNAm para interferon; a través del sistema de NADPH
oxidasa, aumentando la produccion de ON e incrementando la cantidad de enzimas

lisosomales, lo que promueve la destruccion de microorganismos (Schroder et al., 2004).

Los macrofagos de los pollos producen especies reactivas de oxigeno, las cuales puden
reaccionar con el ON y asi producir especies reactivas de nitrogeno (Qureshi, 1998;
Flannagan et al., 2009). Una produccion excesiva de estas especies reactivas puede causar
la oxidacion de biomoléculas y dafio celular (Kehrer, 1993; Flannangan et al., 2009). La VE
puede parar la peroxidacion de los lipidos, pero este proceso implica la formacion de
formas oxidadas de la vitamina, las cuales podrian actuar como agentes pro-oxidantes
(Scheneider, 2005). El acido ascorbico tambieén puede formar un radical (ascorbato) y asi

actuar como un antioxidante por si mismo; también puede participar en sistema
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antioxidante de la VE, convirtiendo las formas oxidadas de la vitamina E nuevamente a a-

tocoferol (Whitehead y Keller, 2003).

Figura 2: Concentraciones de Oxido Nitrico (UM) en plasma antes (AD) y después del
desafio (DD) con Eimeria spp.
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Concentraciones de Oxido Nitrico (ON) en plasma, en pollos de 14 dias de edad, antes (AD) y después del
desafio (DD; 12h, 24h y 48h) con 100 veces la dosis normal de la vacuna para coccidia Advent® (45 x 10*
ooquistes viables de E. tenella, E. maxima y E. acervulina). Se utilizd una dieta basal como testigo (T; 40mg
de vitamina E kg™ de alimento y 1.5% de Arginina), la dieta basal mas Arginina (ARG; +0.3%), dieta base
mas Arginina + vitamina E (AVE; +0.3% y +40mg kg de alimento), dieta base mas Arginina + vitamina C
(AVC; +0.3% y +1g kg* de alimento), dieta base mas vitamina E y C (VEC; +40mg y +1g kg™ de alimento),
y por Gltimo la dieta base mas Arginina, vitamina E y C (AVEC; +0.3%, +40mg y +1g kg de alimento). Las
dietas se formularon para cubrir o exceder los requerimientos, no se agregaron coccidiostatos ni promotores
de crecimiento. *® Las barras representan las medias y error estandar de 10 observaciones. Barras sin
superindice en comun, son significativamente diferentes (P<0.05).

El plasma tomado antes de la infeccidén con coccidia, mostrd que las concentraciones de
MDA eran significativamente menores en pollos que recibieron la dieta AVEC comparado
con los cinco tratamientos restantes (Figura 3). Después de doce horas de inoculados, los
pollitos del tratamiento AVEC no presentaron diferencias con los tratamientos AVC y

VEC, mientras que al comparar con los pollos testigo, ARG y AVE si se encontraron
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diferencias (Figura 3). Las muestras tomadas 24 y 48 h después del desafio no mostraron
diferencias entre tratamientos. Pollos alimentados con la dieta AVEC tuvieron
concentraciones plasmaticas de Nitrito/Nitrato mayores que los T, ARG y AVE (Figura 2),
doce horas después de ser infectados con Eimeria. Basandose en lo anterior, esa mayor
concentracion de ON pudo haber causado dafio celular, el cual lleva a una produccién
elevada de MDA, quiz4 las vitaminas no fueron capaces de eliminar todos los radicales

libres e incluso pudieron haber actuado como agentes pro-oxidantes.

Figura 3: Concentraciones de Malondialdehido (uM) en plasma antes (AD) y después de
desafio (DD) con Eimeria spp.
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Concentraciones de Malondialdehido (MDA) en plasma, en pollos de 14 dias de edad, antes (AD) y después
del desafio (DD; 12h, 24h y 48h) con 100 veces la dosis normal de la vacuna para coccidia Advent® (45 x 10*
ooquistes viables de E. tenella, E. maxima y E. acervulina). Se utilizd una dieta basal como testigo (T; 40mg
de vitamina E kg™ de alimento y 1.5% de Arginina), la dieta basal mas Arginina (ARG; +0.3%), dieta base
mas Arginina + vitamina E (AVE; +0.3% y +40mg kg™ de alimento), dieta base mas Arginina + vitamina C
(AVC; +0.3% y +1g kg* de alimento), dieta base mas vitamina E y C (VEC; +40mg y +1g kg™ de alimento),
y por Gltimo la dieta base mas Arginina, vitamina E y C (AVEC; +0.3%, +40mg y +1g kg de alimento). Las
dietas se formularon para cubrir o exceder los requerimientos, no se agregaron coccidiostatos ni promotores
de crecimiento. *® Las barras representan las medias y error estandar de 10 observaciones. Barras sin
superindice en comdn, son significativamente diferentes (P<0.05).
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La actividad de la GPx (Figura 4) antes del desafio fue mayor en los pollos AVC, VEC y
AVEC a comparacion a los pollos testigo y ARG, pero no hubo diferencias con los del
tratamiento AVE. Los valores para los grupos ARG y AVE no fueron diferentes entre si.
Pollos alimentados con la dieta AVE mostraron una mayor actividad de la GPx que los
testigos. Estos resultados sugieren que la suplementacién de vitaminas antioxidantes (VE y
VC) incrementa la actividad de la GPx cuando las aves no estan encarando una infeccion.
Después del desafio (12 h), los pollos de las dietas AVC y AVEC tuvieron mayor actividad
que los T, ARG y AVE; no se registraron diferencias al comparar con los pollos de la dieta
VEC (Figura 4). GPx tuvo mayor actividad (24 h después del desafio con Eimeria) en las
aves del grupo AVC comparado con las de los grupos T, ARG y AVE, pero sin diferencias
estadisticas con respecto a los tratamientos VEC y AVEC. A las 48 horas post-infeccion los
pollos del tratamiento AVC presentaron la actividad més alta de GPx (Figura 4), este valor
solo fue significativamente mayor al compararlo con los T, ARG y AVE. Koinarski et al.,
(2005) encontraron que ocho dias post- infeccion con Eimeria acervulina, los niveles
plasméticos de VC se redujeron como consecuencia del estrés oxidativo causado por la
infeccion. Aydemir et al. (2000) encontraron un incremento en la actividad de la
superdxido dismutasa y de GPx de hasta un 20 y 33% respectivamente, al suplementar
acido ascorbico en la dieta. Un estudio llevado a cabo por Wang et al. (2011) con patitas
Jing-ding, encontraron que suplementar VC en la dieta se incrementa la actividad de GPx y
superdxido dismutasa en suero sanguineo e higado de las patitas. Nuestros resultados
evidencian un incremento significativo en la actividad de GPx, como resultado de la
adicion de VC (en combinacion con ARG, VE o ambas). Posiblemente, estos resultados
sean producto de un ahorro de GPx gracias a la accion antioxidante de la vitamina C (y VE,

aun a niveles basales en la dieta, 40 mg kg* de alimento).
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Figura 4: Actividad de Glutation Peroxidasa (nmol/min/ml) en plasma, antes (AD) y
después del desafio (DD) con Eimeria spp.
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Actividad plasmatica de Glutation Peroxidasa (GPx), en pollos de 14 dias de edad, antes (AD) y después del
desafio (DD; 12h, 24h y 48h) con 100 veces la dosis normal de la vacuna para coccidia Advent® (45 x 10*
ooquistes viables de E. tenella, E. maxima y E. acervulina). Se utilizé una dieta basal como testigo (T; 40mg
de vitamina E kg™ de alimento y 1.5% de Arginina), la dieta basal mas Arginina (ARG; +0.3%), dieta base
mas Arginina + vitamina E (AVE; +0.3% y +40mg kg de alimento), dieta base mas Arginina + vitamina C
(AVC; +0.3% y +1g kg de alimento), dieta base mas vitamina E y C (VEC; +40mg y +1g kg™ de alimento),
y por ultimo la dieta base mas Arginina, vitamina E y C (AVEC; +0.3%, +40mg y +1g kg de alimento). Las
dietas se formularon para cubrir 0 exceder los requerimientos, no se agregaron coccidiostatos ni promotores
de crecimiento. ¢ Las barras representan las medias y error estandar de 10 observaciones. Barras sin
superindice en comun, son significativamente diferentes (P<0.05).

Variables de Inmunidad

El peso relativo de la Bolsa de Fabricio (Figura 5), unicamente mostré diferencias entre los
pollos testigo y aquellos alimentados con la dieta AVC, donde las Bolsas fueron mas
pesadas en el primer grupo de aves. Los pesos del bazo y timo no se vieron afectados por

los tratamientos (Figura 5). En trabajos previos no mostraron cambios en el peso relativo de
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la Bolsa de Fabricio al suplementar las dietas con ARG (Abdukalykova y Ruiz-Feria, 2006;
Ruiz-Feria y Abdukalykova, 2009), pero la adicién de 80 mg de VE kg? de alimento
tiende a mejorar los pesos de la Bolsa, comparado con niveles de VE mas bajos o altos en
la dieta. Abou-Zeid et al. (1999) reportaron que suplementar 1000 mg de &cido ascorbico
kg™ de alimento increment6 los indices de la Bolsa de Fabricio y timo, el conteo de células
blancas y los titulos de hemaglutinacion. Pollos de engorda infectados con el virus de la
bursitis infecciosa suplementados con (1000 ppm) de &cido ascérbico tuvieron las Bolsas
mas livianas, pero las lesiones histopatoldgicas de mayor severidad en dicho érgano,
interesantemente, estas aves no desarrollaron signos clinicos de la enfermedad (Amakye-
Anim et al., 2000). Hubo un efecto positivo de ARG y VE sobre los pesos relativos del
timo, mientras que el bazo no mostré cambio alguno (Abdukalykova y Ruiz-Feria, 2006;
Ruiz Feria y Abdukalykova, 2009). Konjufca y colaboradores (2004) reportaron bazos méas
pesados en pollos suplementados con VE, pero en el caso del timo no encontraron

diferencias significativas.
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Figura 5: Peso Relativo (%) de los Organos Inmunoldgicos 9 dias después del desafio con
Eimeria spp.
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Peso Relativo (%) de los Organos Inmunoldgicos (Bolsa de Fabricio, Bazo y Timo) en pollos de 23 dias de
edad, desafiados a los 14 dias de edad con 100 veces la dosis normal de la vacuna para coccidia Advent® (45
x 10% ooquistes viables de E. tenella, E. maxima y E. acervulina). Se utilizé una dieta basal como testigo (T;
40mg de vitamina E kg? de alimento y 1.5% de Arginina), la dieta basal mas Arginina (ARG; +0.3%), dieta
base mas Arginina + vitamina E (AVE; +0.3% y +40mg kg de alimento), dieta base mas Arginina +
vitamina C (AVC; +0.3% y +1g kg de alimento), dieta base mas vitamina E y C (VEC; +40mg y +1g kg'*
de alimento), y por Gltimo la dieta base mas Arginina, vitamina E y C (AVEC; +0.3%, +40mg y +1g kg de
alimento). Las dietas se formularon para cubrir o exceder los requerimientos, no se agregaron coccidiostatos
ni promotores de crecimiento. El peso relativo de los 6rganos = peso fresco del 6rgano x 1000/peso del pollo.
&€ | as barras representan las medias y error estdndar de 12 observaciones. Barras sin superindice en comun,
son significativamente diferentes (P<0.05).

La Inmunoglobulina A es un anticuerpo con gran presencia en las secreciones corporales,
por lo tanto, IgA podria actuar como una primer linea de defensa contra patdgenos que
pudieran ingresar a través de la mucosa intestinal (Muir et al., 2000; Davison et al., 2008).

La tendencia en los titulos de anticuerpos de IgA se ve reflejada en los titulos de IgA sérico
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(Muir et al., 2002). Las muestras de suero tomadas a los 21 dias de edad después del
desafio con Eimeria revelaron que los pollos AVEC tuvieron una mayor concentracion de
IgA (ng/ml), pero no se encontraron diferencias con el resto de los tratamientos (Cuadro 2).
Pérez-Carbajal et al., (2010) no encontraron diferencias en IgA sérico 14 dias después de la
infeccion con una mezcla de especies de Eimeria, a pesar de los tratamientos dietéticos. Por
otra parte, en un estudio realizado por Abdukalykova y Ruiz—Feria (2006) se encontr6é que
niveles de ARG y VE similares a los utilizados en este estudio, podrian tener efectos
complementarios en la respuesta inmune, es decir, ARG puede mejorar los efectos de la
VE. Patitas suplementadas con 400 y 800 mg de VC kg* de alimento, incrementaron
significativamente los titulos de IgM e IgA (sérico), ademas entre 150 y 800 mg de VC kg
aumentaron los titulos de IgG, al ser comparados con el testigo (Wang et al., 2010).

Cuadro 2. Efecto de la dieta® sobre los niveles sericos? de Inmunoglobulina A (ng/ml) en

pollos a los 21 dias de edad, desafiados® con una mezcla de Eimeria spp. a los 14 dias de
edad.

CTL ARG AVE AVC VEC AVEC EE P>

IgA (ng/ml) 0.455 0.434 0.476 0.499 0.453 0.515 0.058 0.933

*bMedias sin superindice en comdn son significativamente diferentes. Los valores son el promedio de 10
observaciones.

1Se utilizd una dieta basal como testigo (T; 40mg de vitamina E kg* de alimento y 1.5% de
Arginina), la dieta basal mas Arginina (ARG; +0.3%), dieta base méas Arginina + vitamina E (AVE; +0.3% y
+40mg/kg de alimento), dieta base mas Arginina + vitamina C (AVC; +0.3% y +1g kg* de alimento), dieta
base mas vitamina E y C (VEC; +40mg y +1g kg™ de alimento), y por tltimo la dieta base mas Arginina,
vitamina E y C (AVEC; +0.3%, +40mg y +1g kg'* de alimento).

2Las muestras de suero fueron tomadas a los 21 dias de edad (7 dias después del desafio).
3Los pollos fueron desafiados con 100 veces las dosis normal de la vacuna para coccidia Advent® (45 x 10*
ooquistes viables).La vacuna contiene un mezcla de E. tenella, E. maxima, y E. acervullina.

Los titulos de anticuerpos especificos al virus de la Enfermedad del Newcastle (VEN) de

las muestras tomadas siete dias antes de la vacunacién no mostraron diferencias estadisticas
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entre tratamientos (Cuadro 3). Siete y diez dias después de la vacunacion tampoco se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 3); sin embargo, los
titulos fueron un poco maés elevados en todos los tratamientos al compararlos con los titulos
de las muestras pre-vacunacion. Lo anterior sugiere que la vacuna fue aplicada
correctamente, ya que hubo un incremento en la cantidad de anticuerpos especificos al
VEN. También es posible observar que los pollos usados como testigo negativo (TN) no
fueron desafiados con Eimeria spp.) mostraron titulos numéricamente mas altos pre y pos-
vacuna (10 dias) que los otros tratamientos, lo que indica que el sistema inmune, de los
pollos de los seis grupos restantes, estaba ligeramente deprimido debido a la coccidiosis.
Kidd et al . (2001) no encontraron diferencias significativas en los titulos de anticuerpos de
VEN, al suplementar ARG de 90 a 120% las recomendaciones del NRC (1994). Contrario a
estos resultados Lin et al., (2003) encontraron que la suplementacion de 350 mg kg™ de
alimento de acido ascérbico produjo un incremento significativo en los titulos de
anticuerpos (VEN) en gallinas vacunadas contra Newcastle. Se produjo el mismo efecto en
los titulos de gallinas sin vacunar, al ser suplementadas con 350 61050 mg de acido
ascorbico kg? de alimento. La suplementacion de VC no produjo diferencias significativas
en la cantidad de anticuerpos de Newcastle a los 14 6 28 dias pos-vacunacion en pollos de

engorda (Lohakare et al., 2003).

27



Cuadro 3. Efecto de la dieta! sobre los titulos de anticuerpos (Logio) especificos a la
Enfermedad del Newcastle, en suero sanguineo de pollos de engorda.

T ARG AVE AVC VEC AVEC TN EE P>
AV? 1.683 1640 1.779 1646 1875 1734 2.064 0.117  0.18
DV?
7d 2980 2678 2719 2681 2726 2.679 2.749 0.026  0.85
10d 2978 2967 2930 2928 2.820 3.046 3.122 0.011  0.56

#bMedias sin superindice en comln son significativamente diferentes. Los valores son el promedio de 10
observaciones.

1Se utilizd una dieta basal como testigo (T; 40mg de vitamina E kg* de alimento y 1.5% de
Arginina), la dieta basal mas Arginina (ARG; +0.3%), dieta base mas Arginina + vitamina E (AVE; +0.3% y
+40mg kg* de alimento), dieta base mas Arginina + vitamina C (AVC; +0.3% y +1g kg de alimento), dieta
base més vitamina E y C (VEC; +40mg y +1g/kg de alimento), y por Gltimo la dieta base mas Arginina,
vitamina E y C (AVEC; +0.3%, +40mg y +1g kg* de alimento).

2Los pollos fueron vacunados intraocularmente a los 28 dias de edad, utilizando una vacuna con virus
vivo (Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge, lowa) de la Enfermedad del Newcastle. Se tomaron 10
muestras de sangre para obtener suero sanguineo 7 dias antes de la vacuna (AV) y a los 7 y 10 dias después de
la vacuna (DV).

Lesiones Intestinales

Nueve dias después de ser infectados, los pollos no mostraron diferencias significativas en
las lesiones del duodeno a pesar de los tratamientos (Figura 6), aunque en los pollos testigo
las lesiones fueron numéricamente mayores que el resto de los tratamientos. Las lesiones en
el yeyuno, evidenciaron que el grupo testigo tuvo lesiones méas severas que aquellos
consumiendo la dieta AVC (Figura 6). Nuevamente, los pollos testigo tuvieron lesiones de
mayor severidad (numéricamente), en comparacion con los cuatro tratamientos restantes
(ARG, AVE, VEC y AVEC). Pollos que consumieron la dieta AVE tuvieron las lesiones
méas notables en el ciego y las diferencias fueron estadisticamente significativas con

respecto a los tratamientos AVC y AVEC (Figura 6).
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Las lesiones en el yeyuno sugieren que la suplementacion de ARG, VE y VC pueden
aminorar las lesiones en el tejido ocasionadas por una infeccion de Eimeria. Pérez-Carbajal
et al., (2010) no encontraron diferencias estadisticas en las lesiones de las tres regiones del
intestino a los 7 y 14 dias post-infeccidn, en pollos suplementados con diferentes niveles de
ARG y VE. A los 17 dias (post-infeccion) las aves que consumieron una dieta alta en ARG
(0.6%), tuvieron lesiones menos severas que aquellas que con la dieta con un nivel medio
de ARG (0.3%). Allen y Fetterer (2002) infectaron pollos con dos cepas de Eimeria
maxima Yy suplementaron sus dietas con diferentes niveles de VE en dos trabajos. Los
pollos que estaban enfrentando una infeccién severa mostraron una tendencia a disminuir
las lesiones intestinales a medida que la cantidad de VE suplementada en la dieta
incrementaba, aunque sélo hubo diferencias entre los grupos que consumieron 0 y 153 ppm
de VE. En el segundo experimento la suplementacion de VE no tuvo efecto sobre las

lesiones de la regién media del intestino (yeyuno).
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Figura 6: Lesiones Intestinales (Duodeno, Yeyuno y Ciego) 9 dias después del desafio con
Eimeria spp.
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Lesiones en Duodeno, Yeyuno y Ciegos de pollos de 23 das de edad, desafiados a los 14 dias de edad con 100
veces la dosis normal de la vacuna para coccidia Advent® (45 x 10 ooquistes viables de E. tenella, E.
maxima y E. acervulina). Se utilizo una dieta basal como testigo (T; 40mg de vitamina E kg de alimento y
1.5% de Arginina), la dieta basal mas Arginina (ARG; +0.3%), dieta base mas Arginina + vitamina E (AVE;
+0.3% y +40mg kg? de alimento), dieta base mas Arginina + vitamina C (AVC; +0.3% y +1g kg* de
alimento), dieta base mas vitamina E y C (VEC; +40mg y +1g kg de alimento), y por Gltimo la dieta base
mas Arginina, vitamina E y C (AVEC; +0.3%, +40mg y +1g kg de alimento). Las dietas se formularon para
cubrir o exceder los requerimientos, no se agregaron coccidiostatos ni promotores de crecimiento. *¢ Las
barras representan las medias y error estandar de 12 observaciones. Barras sin superindice en comun, son
significativamente diferentes (P<0.05). Las lesiones se evaluaron utilizando una escala de 0 a 4, descrita por
Johnson y Reid (1970). Una puntuacion de O indica la ausencia de lesiones severas, mientras que una
calificacion de 4 indica el mas alto grado de patogenicidad.
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CONCLUSION

Estos resultados muestran que la suplementacion de ARG, VE 6 ambas, en combinacion
con VVC produce un incremento en la cantidad de ON plasmaético, después de un desafio con
Eimeria, quiz4 por una mejor respuesta inmune. La actividad de GPx también se vio
favorecida en esos mismos tratamientos (AVC, VEC y AVEC), antes y después del desafio
con Eimeria, esto sugiere una mejor capacidad antioxidante en los pollos alimentados con
estas dietas. Las aves de los tratamientos AVC y VEC tuvieron las lesiones menos severas
en yeyuno, mientras que en el ciego las aves de los tratamientos AVC y AVEC fueron las
menos afectadas. No hubo efecto de los tratamientos sobre la cantidad de anticuerpos
especificos al virus de la enfermedad del Newcastle. Suplementar ARG, VE y VC con
niveles superiores a los recomendados por el NRC (1994) puede disminuir los efectos

negativos de la coccidiosis e incluso mejorar la respuesta inmune de aves infectadas.
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