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Abreviaturas.

abreviatura significado desarrollado
Mg microgramo.
pul microlitro.
A Adenina.
Ac Anticuerpo.
ACh Acetilcolina.
ACP Andlisis de componentes principales.
ACTH Adrenocorticotrofina o corticotrofina.
AD Analisis discriminante.
ADN Acido desoxiribonucleico.
ADNasa Enzima degradadora de ADN.
Adq Inmunidad adquirida.
ANOVA Analisis de la varianza.
ARN Acido ribonucleico.
ARNasa Enzima degradadora de ARN.
ARNmM ARN mensajero.
AS Antisentido.
C Citosina.
CEBADORF Cebador "Forward".
CEBADORR Cebador "Reverse".
CORT Corticosterona.
cp Componente principal.
CPA Célula presentadora de antigenos.
CRH Hormona liberadora de corticotrofina.
cvi Crénico variado e impredecible.
DNTp Desoxi-nuceledtidos tri-fosfato.
DO Densidad dptica.
EC Eje candnico.
EDTA Acido etildiaminotetraacético.
ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas.
F344 Cepa de rata Fischer.
FDL Frecuencia de distribucion leucocitaria.
FIG Factor inductor de glucocorticoides.
FINE Fenotipo inmuno-neuroendécrino.
g Gravedad.
G Guanina.
GC Glucocorticoide.
GRGC Gen de respuesta a glucocorticoide.
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|
LEW
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SNP

Thl
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(]
VC
Vs

Globulo rojo de oveja.

Eje Hipotalamo Pituitario Adrenal.
Interferon.

Interleucina.
Inmunoneuroendocrino/a.
Inmunidad innata.

Litro.

Cepa de rata Lewis.

miligramo.

Magnesio.

mililitro.

Factor nuclear Kappa-B.

nanogramo.

No significativo.

Grados centigrados.

Probabilidad.

Bufer fosfato salino.

Reaccién en cadena de la polimerasa.
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Radio-inmunoensayo.
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Resumen.

La inmunoneuroendocrinologia comprende diversas interacciones a nivel
sistémico, celular y molecular. Se ha propuesto la existencia de fenotipos
inmunoneuroenddcrinos  (FINEs)  describiendo  subgrupos  poblacionales con
caracteristicas diferenciales en distintos niveles de interaccion inmunoneuroenddcrina
(INE). En mamiferos estos perfiles se estudian bajo el paradigma Lewis/Fisher (ratas con
opuesta susceptibilidad a infecciones, enfermedades autoinmunes y tumores). En 2008 se
demuestra la existencia de FINEs en humanos. Analizando la respuesta de estrés en el
contexto INE, los FINEs podrian estar asociados a diferencias en la respuesta de estrés. La
presente tesis evidencia la existencia de FINEs en 2 especies de aves de granja con
diferente grado de domesticacidn: Coturnix coturnixy Gallus gallus. En poblaciones de
ambas se encontraron 2 subgrupos que manifiestan una diferencia basal en niveles
plasmdticos de corticosterona y (asociado a esto) perfiles de respuesta opuestos de
efectores y mediadores de la interaccién INE. Se evalué la modulacién de la distribucidon
poblacional de FINEs por estrés crénico. Poblacionalmente el estrés cronico se constituye
como fendmeno inductor de estos fenotipos actuando como fuerza disruptiva sobre su
expresion. Post estrés se evidencia que los individuos conservan su FINE extremo vy el
aumento de la frecuencia de expresidon de estos fenotipos se da a expensas de la
subpoblaciéon que previo estrés poseia una respuesta intermedia. Estos resultados se
interpretan considerando tanto los fenotipos como su modulacién por estrés crénico en
diferentes contextos de discusidn: evolutivo (teoria de asignacién de recursos, seleccidn
direccionada), fisioldgico (teorias de sindrome, de multi-huésped con multi-parasito),
poblacional (teoria de capital y andlisis de fitness) e individual (teorias de defensa real y
plasticidad). De este modo se contribuye al conocimiento sobre la existencia de FINEs y su

relacion con el estrés de tipo crénico en ambos modelos de aves de granja.
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Summary.

Immuno-neuroendocrinology comprises a variety of interactions at a systemic,
cellular and molecular level. The existence of immune-neuroendocrine phenotypes (INPs)
has been proposed describing population subgroups regarding different characteristics at
different levels of the immuno-neuroendocrine (INE) interaction. In mammals these
profiles are studied under the Lewis/Fisher paradigm (rats with opposite susceptibility to
infections, autoimmune diseases and tumors). In 2008 the existence INPs in humans was
demonstrated. Considering stress response in the INE context, these phenotypes could be
associated to differences in the stress response. This dissertation thesis proposes the
existence of INPs in two poultry model species with different domestication
history: Coturnix coturnix and Gallus gallus. In populations of both species, 2 subgroups
manifesting differences in basal plasma corticosterone levels and (associated with this)
opposite profiles of INE effectors and mediators responses were found. Modulation of
INPs distribution by chronic stress was evaluated finding that this stress constitutes an
inductive as well as disruptive force on INPs expression. Individuals retain their FINE post
stress and the increase in the frequency of expression of these phenotypes is given at
expense of animals that showed an intermediate response previous to stress. These
results are discussed considering both phenotypes and their modulation by chronic stress
in different contexts: evolutionary (resource allocation theory, directed selection),
physiological (syndrome and multi-host with multi-parasite theories), at a population
(capital theory and analysis of fitness) and also at individual (actual defense theory and
plasticity) level. This dissertation thesis contributes to the knowledge regarding the

existence of INPs and their relationship with the stress state in two avian models.
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1. Introduccion.



Para comenzar con el desarrollo escrito de la presente tesis, se pondrdn a
consideracion las palabras un investigador hungaro considerado uno de los padres de la

inmuno-neuroendocrinologia como disciplina:

“EL clrcnito inumuno—nenroendétrino representa v
caracter de la fulologia y de la patologia numensamente
complejo, poderoso-y de amplio- alcance. Este coracter voo
desarrrollando s comino hacio lae creaciévw de wna nnesa
potencial uinmunolégieo en la salund y en lar enfermedacl.
Esta nuneya umunologio sevd discuwtida en el marco-de

trabajo- de Lo fundaciéon de wna nuneva biologia, may

apropradamente Uamada Newro—Ilnmuno—Buologio...

Andor Szentvanyl’.



1.1 Tres disciplinas... neurologia, endocrinologia e

inmunologia.

Para poder realizar un desarrollo tedrico de cada disciplina antes de la descripcién
de la inmuno-neuroendocrinologia se consulté diverso material bibliografico desde libros
hasta articulos de publicacién cientifica. Al finalizar cada una de las introducciones

tedricas se citaran en conjunto las referencias empleadas en la redaccion del texto.

1.1.1 ... neurologia.

La Neurologia, decia Thomas Willis (quien uso esta palabra para definir a la
disciplina) es por definicion la ciencia que posee por objeto el estudio del sistema
nervioso. El famoso fildsofo René Descartes en el siglo XV especuld que toda actividad de
un animal era una reaccidon necesaria a algin estimulo externo; la conexién entre el
estimulo y la respuesta seguramente estaba hecha a través de una ruta nerviosa. Logré
transmitir esta idea a sus discipulos de modo tal que uno de ellos (Alkmeon de Croton)
profundiza en el concepto mencionando que el cuerpo se encontraba integrado como un
todo a través de la hegemonia del cerebro. Los primeros avances registrados en esta
ciencia se produjeron en el periodo que histéricamente es denominado Renacimiento. Un
ejemplo temprano fue Naturalis Philosophiae Compendium de Johann Peyligk, publicado
en Leipzig, Alemania, en 1499. Este trabajo contenia 11 grabados en madera, donde
estaban representadas estructuras asociadas al sistema nervioso como algunas de las
meninges: la duramadre y la piamadre, asi como los ventriculos encefalicos. Una
revolucion tuvo lugar en la anatomia en general y en la neuro-anatomia en particular en
el aflo 1543 cuando Andreas Vesalio publica su obra De Humani Corporis Fabrica. Esta
recopilacion se compuso de 7 libros y en su libro numero 5 describe el sistema nervioso:
incluye imdagenes con descripciones anatdmicas de diversas estructuras como los
ventriculos cerebrales, los nervios craneales, la glandula hipdfisis, las meninges, las
estructuras del ojo, el suministro vascular al cerebro y la médula espinal, y nervios
periféricos. La obra de Vesalio fue un importante hito que le valié ser considerado el
padre de la anatomia moderna. Siguiendo un desarrollo de tipo cronolégico, Thomas
Willis en 1664, publicé Anatomia del Cerebro, obra que fue sucedida por La Patologia

Cerebral en 1676. Este investigador aportd avances sustanciosos en la materia al remover



un cerebro del craneo, y asi fue capaz de describirlo mas claramente, exponiendo el
circulo de Willis (el circulo de vasos que permite suministro arterial al cerebro). Estas
obras producto de las investigaciones de Willis fueron las primeras en contener nociones
no exclusivamente anatdmicas. Algunos de sus escritos hacen referencia a funciones
cerebrales, incluyendo una idea en cuanto a la localizacion de los centros que
controlarian las mismas, incluso describe la existencia de diversos centros subcorticales
gue unian los 2 hemisferios cerebrales. Como ya se ha mencionado, a él se debe al
acunamiento de la palabra neurologia. Como muchas investigaciones en estas areas,
algunos de los avances provienen de estudios de patologias y anomalias tanto anatémicas
como funcionales. Willis describid la epilepsia, la apoplejia y la paralisis. Mateo Baillie y
Jean Cruveilher ilustraron las lesiones que tienen lugar en el encéfalo en el caso de un
accidente cerebrovascular, en 1799 y 1829 respectivamente. Todos los avances descriptos
incrementaron el cuerpo de conocimiento referido a la morfologia y la anatomia del
sistema nervioso con las posibilidades épticas limitadas del ojo humano. Sélo cuando se
identificaron las células al microscopio fue posible avanzar mads alld de la nocidn
preponderantemente anatdmica. Jan Evangelista Purkinje en 1837 fue el primer
investigador en dar una descripcién de las células nerviosas; de hecho esta descripcién de
las neuronas seria muy temprana para células de cualquier tipo. Mas tarde Golgi (Opera
omnia) y Cajal (textura del sistema nervioso de hombre y de los vertebrados) desarrollaron
tinciones para las ramificaciones de las neuronas, logrando de esta manera hacer un gran
avance en el area de la morfo-anatomia a nivel celular del sistema nervioso.
Independientemente de la adherencia ideoldgica de cada uno a la teoria reticular o
neuronal, sus trabajos fueron necesariamente complementarios y es por la actividad
conjunta que se hacen merecedores del premio Nobel en el afio 1906 en “reconocimiento
a su trabajo en la estructura del sistema nervioso”. Este es el momento en que se
comenzé a desarrollar el estudio a nivel celular de los componentes del sistema nervioso
pero la funcién seguia aun sin describirse en detalle. Los primeros y mas destacables
avances en el estudio de la funcionalidad fueron los alcanzados por Luigi Galvani, quien
demostrd que la estimulacion eléctrica de los nervios es responsable de la contraccién de
las fibras musculares. Este investigador es considerado el padre de la electrofisiologia y su
trabajo se basé en el empleo de sapos como modelo animal. Otra labor pionera en estas

areas de funcionalidad fueron los trabajos realizados en colaboracién por los
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investigadores Charles Bell y Francois Magendie quienes por vez primera expusieron que
las astas ventrales de la médula espinal corresponden a las vias motoras y las astas
dorsales a las vias sensoriales. Otro avance de integracion anatomo-funcional en esta
disciplina se desarrolla cuando un paciente hemipléjico que no podia hablar llevé al
investigador Paul Broca a proponer de manera acertada que las funciones de la corteza
cerebral tienen una localizacion anatdmica definida. Ivan Pavlov desarrollé estudios en el
area de los reflejos y la posibilidad de las funciones cerebrales superiores de modificarlos
mediante condicionamientos, realizando estudios que tenian como animal modelo a
perros. Sus estudios fueron complementados en cuanto a su sustrato fisioldgico por el
neurofisidlogo Charles Sherrington de Scott. De esta manera queda definido como
historicamente se va desde el concepto de fildsofos de 25 siglos atras hasta la integraciéon
neurofisioldgica del sistema nervioso.

En cuanto a la idea de manejo actual, el tejido nervioso, que comprende tal vez
hasta trillones de neuronas con multitud de interconexiones, forma el complejo sistema
de comunicacidon neuronal en el cuerpo de animales vertebrados superiores. Las
neuronas poseen receptores especializados en la recepciéon de distintos estimulos
(mecdnicos, quimicos, térmicos, etc) y transducirlos en impulsos nerviosos que serdn
conducidos a centros nerviosos. Estos impulsos se transfieren a otras neuronas para el
procesamiento y transmisidon a centros mas altos a fin de percibir sensaciones o iniciar
acciones motoras. Para llevar a cabo estas funciones, el sistema nervioso se organiza
anatémicamente en sistema nervioso central (SNC, encéfalo y médula espinal) y sistema
nervioso periférico (SNP). Este ultimo se localiza fuera del SNC e incluye los nervios
craneales, raquideos y sus ganglios relacionados.

Funcionalmente el SNP se divide en un componente sensorial (aferente), que
recibe y transmite impulsos al SNC para su procesamiento, y un componente motor
(eferente), que se origina en el SNC y transmite impulsos a érganos efectores en la
totalidad del cuerpo. El componente motor se subdivide en: i) sistema somatico, en el
gue los impulsos originados en el SNC son transmitidos a través de una neurona a fibras
musculares esqueléticas, comprendiendo ademas numerosas estructuras superiores de
gran importancia como las cortezas motoras, cerebelo, nucleos de las base, y ii) sistema
autéonomo, en el que los impulsos que provienen del SNC son transmitidos primero a un

ganglio auténomo a través de una neurona; una segunda neurona que se origina en el



ganglio transmite a continuacion el impulso a musculo liso, cardiaco o glandulas. Vale
aclarar que en este componente se incluyen importantes centros de control vy
coordinacidn, como los centros bulbares y otros. De los centros auténomos parten vias
simpdticas y para-simpaticas para regular funciones vitales como mio-contraccién vy
estimulos glandulares, entre otros. Ademas de neuronas, el tejido nervioso contiene
muchos otros tipos celulares denominados en conjunto células neurogliales, que no
reciben ni transmiten impulsos; en lugar de ello, apoyan a las neuronas en diversas
formas. Referencias consultadas: (Cimino, 1999; Crainz, 1982; Descartes, 2011; Doyle,
1939; Gartner and Hiatt, 2001; Grant, 2007; Grossman, 1971; Le Fanu, 1962; Mazzarello,
1998; McMenemey, 1953; Pavlov and Tracey, 2005; Praga, 2010; Reveron, 2007; Romero
Reveron and Reveron, 2007; Tubbs et al., 2007; Ustiin, 2004).

1.1.2 ... endocrinologia.

Los primeros avances en la ciencia denominada endocrinologia fueron
preponderantemente de tipo anatdmicos y comenzaron con la descripciéon de los
denominados drganos enddcrinos basicos. Las génadas y el higado eran conocidas para
los primeros estudiosos, asi como lo era el timo para los Alejandrinos (siglo Ill a.C.). Las
glandulas tiroides, pineal y pituitaria fueron descriptas por Galeno. Las suprarrenales
fueron descubiertas por Bartolomeo Eustachi en el siglo XVI. Los islotes pancreaticos
fueron descriptos por vez primera por Langerhans en 1869 y finalmente las paratiroides
se descubrieron en Uppsala en 1880 por |. Victor Sandstrom. Se incluye al higado entre las
glandulas enddcrinas cldsicas respetando al fisiélogo francés Claude Bernard quien
introdujo el concepto de secrecidn interna gracias a sus estudios en tejido hepatico. De
hecho, el higado no solo secreta hormonas, sino que a través de sus enzimas se
constituye en el érgano efector terminal de la funcién metabdlica de muchos otros. Estos
son los érganos enddcrinos adultos. Hacen su aparicion en la cuarta semana de vida
embrionaria. A pesar de esto, se han descripto otros érganos enddcrinos cuya aparicién
se da antes en la ontogenia a los mencionados. Estos son los denominados
“organizadores” cuya funcién es dirigir el desarrollo de una masa celular amorfa en un
sistema de drganos diferenciados. Los trabajos en estas areas comenzaron con Spemman
quien en los afios 1920 describiod los organizadores primarios que aparecen practicamente

antes del clivaje embrionario y que se situan en el labio dorsal del blastoporo; vy, los
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organizadores secundarios que se desarrollan un poco mas tarde bajo la induccién de los
primarios. Needham en 1934 demostré que los organizadores de Spemman dirigen la
diferenciacion del embridn celular a través de una hormona morfogenética que es un
esteroide y por ende se encuentra relacionada a las hormonas sexuales y la vitamina D.
Asi se define la aparicidn en escena de las diversas estructuras enddcrinas principales.

En lo que respecta a la capacidad secretoria en el contexto enddcrino,
precisamente el término “enddcrino” ha sido empleado en campos muy amplios. Se ha
probado que todas las células del cuerpo de los animales poseen funciones incretorias
(secrecion de sustancias). Tan temprano como el siglo XVIII Teofilo de Bordeu escribe
sobre emanaciones de diversos tejidos del cuerpo penetrando en la sangre. Esta idea es
desarrollada mas cientificamente por Brown-Sequard y D’Arsonval en el siglo XIX. La
secrecion interna es entonces una funcidn de todas las células. Existen células aisladas en
varios tejidos que poseen esta funcién potenciada, como algunos elementos celulares del
hipotalamo. Un paso mas en la especializacidon para la secrecidn interna lo constituyen
algunos grupos de células enddcrinas que constituyen dérganos enddcrinos difusos. Estos
fueron descriptos por primera vez por Masson como érganos argentafines ubicados en las
membranas mucosas del tracto gastrointestinal (afo 1914). Un érgano enddcrino difuso
similar se describié como disperso en las papilas duodenales encargado de la secrecién de
secretina. De este modo se resume el primer periodo descriptivo en donde se puede
apreciar desde una perspectiva historica la evolucidn conceptual que comienza con que
todas las células poseen alguna actividad enddcrina, para continuar con que en algunos
tejidos existen células aisladas que se especializan para constituir células incretoras. En un
grado mayor de especializacién estas células se encuentran agrupadas en dérganos
enddcrinos difusos y la cumbre de la especializacidn se da con el agrupamiento de dichas
células en glandulas endécrinas reales.

En un siguiente periodo histdrico susceptible de ser denominado endocrinologia
analitica, se profundizdé en el conocimiento de las hormonas y fisiologia de glandulas
enddcrinas. Recién en el siglo XVIII la idea de glandulas enddcrinas que tenemos hoy en
dia (6rganos de secrecién interna) emergié producto del trabajo de investigadores
daneses como Ruysch y el Tratado de fisiologia de Haller, publicado en 1776. La primera
prueba experimental de secrecidon interna fue dada por Hunter en 1792 y Berthold en

1849. Complementando los experimentos de Hunter, fisidlogos demostraron que la



castracion del gallo produce atrofia de la cresta de modo directo, fendmeno que puede
ser prevenido si los testiculos son trasplantados a otra parte del cuerpo. Con este
experimento se demuestra la influencia de los testiculos en la sangre y por ende en el
cuerpo como un todo. La concepcidn de secrecion interna por las glandulas previamente

“"

descriptas tomd definitivamente lugar en 1855, afio denominado “el pico de la
endocrinologia” principalmente debido al trabajo de tres investigadores destacados:
Claude Bernard, Thomas Addison y Brown-Sequard. En este afio Bernard publicd sus
Lecciones de fisiologia experimental en donde establecié definitivamente de modo
experimental la doctrina de la secrecidn interna. El mismo aifo Addison publicé su clasico
Efectos locales y constitucionales de enfermedades de las cdpsulas suprarrenales en
donde el rol de la secrecién interna se demuestra a través de observaciones clinico-
anatdmicas. Brown-Sequard realizan el mismo afo los primeros experimentos en
animales con adrenalectomia, estimulados de manera directa por el trabajo de Addison.
Desde lo desarrollado, en adelante el conocimiento fisiolégico de las glandulas
enddcrinas progresé rapidamente. Se demostrd que su secrecion interna esta compuesta
por sustancias quimicas especiales: las hormonas (término usado por primera vez en 1905
por Starling). En 1856 se descubrieron en las glandulas adrenales y en sangre proveniente
de las mismas un cromogeno responsable de la secrecion glandular. En 1895 Baumann
describidé la yodo-tironina como el principio activo de la tiroides. Independientemente
Takamine y Aldrich aislaron la secrecién de la médula adrenal en 1901 y determinaron su
férmula quimica como adrenalina; un afio mas tarde se aisld la secretina a partir de
extractos duodenales. La ultima fase en la historia de la fisiologia de glandulas endécrinas
llegd con el descubrimiento de la integracion de estas glandulas y su rol regulatorio en el
funcionamiento del cuerpo. A través del trabajo de Cushing y Langdon-Brown las
glandulas enddcrinas fueron establecidas como constituyentes de un sistema integrado y
comandado por la glandula pituitaria. Trabajos experimentales demostraron que este
sistema regula el metabolismo (término introducido por Foster en 1876), es decir los
procesos quimicos del cuerpo. Todas las células del cuerpo poseen funciones metabdlicas
especificas. Si estas células trabajasen independientemente, el resultado seria el caos. El
sistema enddcrino regula, correlaciona e integra todos estos metabolismos locales. De
este modo contribuye a lo que Claude Bernard denomind la estabilidad del medio

interno, la cual es una condicidon absolutamente indispensable para la vida. Referencias
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consultadas: (Bordeu, 1775; Cawadias, 1941; Gartner and Hiatt, 2001; Keele, 1969;
Langdon-Brown, 1935; Langerhans, 1869; Loeper and Crouzon, 1904; Masson, 1914;
Medvei, 1993; Smans and Zelissen, 2012).

1.1.3 ...inmunologia.

La inmunologia como ciencia se define como el estudio de los mecanismos
fisiolégicos que los animales usan para defenderse de la invasién por otros organismos.
Los origenes de la especialidad se encuentran en la prdactica de la medicina y en las
observaciones histéricas que indican que las personas que sobrevivian a las
enfermedades epidémicas no eran afectadas cuando se enfrentaban con la misma
enfermedad nuevamente: eran inmunes a la enfermedad infecciosa. En todos los
vertebrados mandibulados cuyos sistemas inmunoldgicos han sido estudiados hasta el
momento, la respuesta inmune se puede dividir en dos grandes ramas: respuestas innatas
y adaptativas. La inmunidad innata es la primera linea de defensa de un organismo, la
cual incluye barreras fisica y quimicas, mds respuestas pre-establecidas para combatir
infecciones en sus primeros estadios de desarrollo. La primera instancia en una respuesta
es el reconocimiento de un patdgeno. En ello participan proteinas solubles y receptores
de superficie que se unen ya sea al patégeno y/o sus productos, o a células o proteinas
séricas que se modifican en presencia de un patégeno. Una vez que ha sido reconocido,
se activan mecanismos efectores que lo destruyen y eliminan. Los mecanismos efectores
son aportados por células efectoras fagociticas y por una bateria de proteinas séricas
llamadas en conjunto sistema del complemento. La comunicacidon entre las diferentes
células de la inmunidad innata es posible gracias a la secrecién de proteinas solubles, las
citoquinas. Los efectos de las citoquinas son variados e incluyen: vasodilatacién,
reclutamiento, sobrevida y proliferacion celular. Algunas infecciones logran superar las
barreras de defensa impuestas por la inmunidad innata. Es en esta instancia donde las
respuestas adaptativas tienen lugar. Las mismas se organizan en respuesta a una
infeccion ya presente y se adaptan a las peculiaridades del patdégeno infectante en el
animal. Los mecanismos efectores de la respuesta inmunitaria adaptativa son similares a
los de la respuesta inmunitaria innata, la diferencia fundamental radica en los receptores
de superficie celulares que los linfocitos emplean para reconocer a los patdgenos. En

contraste con los receptores de la inmunidad innata (que no son especificos), los
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receptores de la inmunidad adquirida son altamente especificos. Durante la infeccion sélo
los linfocitos que reconozcan al patégeno seran seleccionados para participar en la
respuesta. Estos procesos se denominan de seleccidn y de expansién clonal, por inducir la
expansion clonal selectiva de determinadas células. De este modo, el sistema inmune
responde a distintos estimulos tanto externos como enddgenos a través de mediadores
humorales y componentes celulares. Durante su activacién por la via que tenga lugar, se
produce la polarizacion de las respuestas inmunoldgicas hacia perfiles
predominantemente inflamatorios ricos en citoquinas tipo | como interferén (IFN) y o
interleucina (IL) 12 o bien, de naturaleza menos inflamatoria y rica en citoquinas de tipo Il
como IL-4 o IL-10. Esta polarizacién obedece a sefiales provenientes de las células
presentadoras de antigenos, que en distintos tejidos, promueven selectivamente uno u
otro perfil. La produccién de citoquinas asociadas a la inmunidad innata muestra una gran
variabilidad individual. Los factores que controlan la producciéon de las citoquinas
tradicionalmente se han ligado a los efectos de mecanismos inmunogénicos que operan
exclusivamente para el sistema inmune. El entorno de citoquinas y la base genética han
sido consideradas los principales factores responsables del control del perfil y la
capacidad de respuesta de un individuo. Referencias consultadas: (Davison et al., 2011;
De Groote et al., 1992; Du Pasquier, 2005; Entzian et al., 1996; Flajnik and Kasahara,
2010; Mglvig et al.,, 1988; Mosmann et al., 1986; Murphy, 2009; Parham, 2006;
Westendorp et al., 1997).

1.2 SURGIMIENTO... La Inmuno-Neuroendocrinologia como
disciplina.

Caracterizadas las tres disciplinas desde un principio de modo particular y
diferenciado, vale ahora mencionar que con el avance de las investigaciones las areas de
alcance de cada una necesariamente se han superpuesto, si bien resulta realmente dificil
encontrar un uUnico punto de solapamiento. En si la conceptualizacién de la interaccién
inmuno-neuroenddcrina (INE) ha resultado de un proceso dindmico que involucré
estudios que abarcaron diferentes niveles de organizacion desde células, pasando por

tejidos y drganos hasta sistemas complejos como organismos animales completos (ya

sean en particular estudios en especies de vertebrados o de invertebrados). Es de esta
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manera que conceptos que parecian estar referidos exclusivamente a una sola de las
areas hoy se emplean en todas ellas con diferentes aplicaciones y alcances. De esta
manera, resulta relativamente dificil establecer un limite en la comunicacion entre
células, tejidos u drganos para determinar “inequivocamente” si la interaccidon es de
naturaleza inmune, enddcrina, o nerviosa. Un claro ejemplo de lo previo es la descripcion
de citoquinas que poseen efectos reguladores sobre células nerviosas, como la IL-1 sobre
neuronas hipotaldmicas en el sistema nervioso central (Alheim, 1997; Elenkov et al., 2000;
Turnbull and Rivier, 1999); neurotransmisores con efectos a largas distancias sobre su
organo blanco como la adrenalina o la noradrenalina sobre fibras de musculo esquelético
(Elenkov et al., 2000); y, por ultimo, algunas hormonas han sido caracterizadas como
moduladoras de la expresion génica en leucocitos como la corticosterona (CORT) y su
efecto a nivel nuclear en la transcripcion de factores inhibidores de mediadores pro-
inflamatorios (Kaiser et al., 2009; Shini et al., 2010b, 2009). De este modo, el criterio una
vez fundado en “la distancia que recorre una determinada senal hasta encontrar su
célula/érgano blanco de acciéon” (que en algin momento diferenci6 de manera
inequivoca las disciplinas) ha caido, como también otros pilares de identificacidon de cada
disciplina, para hacer necesario pensar a los 3 sistemas como un nuevo “macrosistema”
con capacidad de comunicacidon autdcrina, paracrina y enddcrina en diferentes
situaciones, todas validas en el contexto fisiolégico normal de un animal, con el principal
objeto de mantener la homeostasis.

Por las caracteristicas de la actividad cientifica y del crecimiento del cuerpo de
conocimientos que genera, la interaccion INE no surgid a partir de una revolucién en las
areas que competen a la inmuno-neuroendocrinologia. Los procesos de gestacion de
ideas que puedan llevar al cambio o modificacidon en paradigmas cientificos llevan afos de
desarrollo y acumulacion de evidencias de naturalezas variadas (Klimovsky, 1997; Popper,
2005). Por esta razén se hara ahora un repaso histérico, intentando referir de modo
cronolégico los diferentes hechos que fueron aportando ideas y evidencias que dejaron
de manifiesto la existencia de una interconexidon subyacente a la primera divisién de los
sistemas: nervioso, enddcrino e inmune.

La primera inter-relacién entre neurologia e inmunologia fue principalmente
anatdmica y ocurre alrededor del afio 1899 cuando Tonkoff (Tonkoff, 1899) pone en

evidencia que los drganos linfoides se encuentran inervados por fibras nerviosas,

11



ingresando estas estructuras al interior de los nddulos linfaticos, de modo independiente
a los vasos pertenecientes al sistema circulatorio. Por medio del empleo de
impregnaciones argénticas es que los anatomistas lograron demostrar que en particular
el timo glandular esta profusamente inervado. Sin embargo en esos tiempos el timo era
considerado meramente una estructura rudimentaria, cuya funcién como érgano linfoide
primario del sistema inmune no seria descubierta hasta 30 afios mds tarde. De ahi que
esta evidencia no contribuyd a la idea de la interacciéon entre ambos sistemas hasta la
atribucién al timo de su papel como 6rgano donde tiene lugar, entre otras funciones, la
ontogenia de linfocitos T (Murphy, 2009; Parham, 2006).

La interaccion entre la inmunologia y la endocrinologia comienza a hacerse
manifiesta a partir del descubrimiento de la regulacién de la inmunidad por la glandula
adrenal. Este hecho ocurre a mediados del 1800 cuando Thomas Addison documenta que
pacientes con insuficiencia adrenal poseen excesos de linfocitos circulantes y, de acuerdo
con esa observacién, observa también que la remocién de la glandula adrenal en ratas
produce hipertrofia del timo (Keele, 1969; Smans and Zelissen, 2012).

Hacia finales de 1800 y comienzos de 1900, Illya Metal’Nikov y Paul Ehrlich
desarrollan los conceptos de inmunidad celular y humoral respectivamente (Ehrlich,
1893; Metal’Nikov and Chorine, 1920), mientras Sherrington introdujo el concepto de
neurotransmision quimica. Estos ultimos fueron avances paralelos de cada una de estas
areas, lo cual pone de manifiesto que la interaccidn entre ambas no anula el desarrollo de
cada disciplina como cuerpo de conocimiento.

Un hito que demuestra la intima conexidn entre érganos de secrecidn hormonal y
el sistema nervioso fue que el impulso nervioso actla a través de la liberacién de
hormonas en los terminales de las fibras. Elliott en 1904 fue el primero en concebir que
las fibras nerviosas actuan a través de la liberacién de sustancias quimicas especiales
(hormonas) y esta idea es desarrollada en experimentos posteriores de Loewi de Graz y
Cannon. Loeper y Crouzon en el aifio 1904 (Loeper and Crouzon, 1904) contintdan con el
estudio de interacciones enddcrino-inmunoldgicas y son los primeros en describir una
leucocitosis pronunciada (incremento significativo de leucocitos circulantes) luego de una
inyeccidn subcutanea de la hormona adrenomedular epinefrina en humanos. Ishigamy es
probablemente el primero en indicar el rol de la interaccidon del “sistema de estrés”

(como fue denominado entonces) y el inmune en la alteracion de los procesos infecciosos
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(Ishigami, 1919). En 1919 estudiando individuos humanos enfermos de tuberculosis
cronica este investigador observa una disminucién de la actividad fagocitica de los
leucocitos durante los periodos de mayor estrés fisioldégico. En este mismo ano se
desarrolla un importante avance en la interaccidn neuro-enddcrina cuando Greving,
Roussy y Mossinger demuestran que el sistema nervioso desarrolla conexiones entre el
hipotdlamo y la glandula pituitaria en 1919 (Koutcherov et al., 2000). Ransom y sus
colaboradores complementaron y describieron el tracto nervioso entre el nucleo
supraoptico del hipotdlamo y la glandula pituitaria posterior. En el afo siguiente, 1920
Metal’Nikov y Chorine (Metal’Nikov and Chorine, 1920) demuestran que las reacciones
inmunes pueden ser condicionadas por métodos pavlovianos cldsicos. Quizas un conjunto
de conocimientos mds extendido en estas interacciones sean los obtenidos a partir de
estudios experimentales desarrollados por Hans Selye quien propone el concepto de
“respuesta de estrés” y reporta que la hipertrofia de la glandula adrenal y la involucion
del timo son caracteristicas comunes de respuesta de animales al estrés,
independientemente de la naturaleza del estresor (evento o factor que induce la
respuesta de estrés) (Selye, 1936). Estos estudios continian profundizando en la
existencia de una asociacién cercana entre la fisiologia de la glandula adrenal y la
actividad inmune. Complementando el crecimiento en conocimiento desarrollado hasta el
momento, el fisidlogo Walter Cannon denomina a esta respuesta de estrés reaccidén de
lucha o huida o de “fight or flight” (Cannon, 1915) y hace la primera relaciéon o nexo entre
la respuesta adaptativa al estrés y la secrecion y acciéon de catecolaminas (adrenalina y
noradrenalina). Fisi6logos demuestran la influencia de la estimulacién nerviosa en la
secreciéon hormonal. Cannon lo hace para la adrenalina en 1930 y Mac Leod para la
insulina. Dixon, Loewi y Dale demostraron que la accidén de nervios parasimpaticos ocurre
a través de la liberacion de acetilcolina (ACh) y luego Dale describe la hoy denominada
placa motora.

En cuanto a la fisiologia y funcionamiento de la glandula adrenal, el aislamiento
del principal activo de la corteza de esta glandula, cortisona, por Kendall y Reichstein en la
década de 1940 y la demostracién de su capacidad de suprimir los procesos inflamatorios
da soporte a la hipdtesis que la secrecién adrenal de glucocorticoides (GC) tiene un papel
significativo en la regulacion de los procesos inmunoldgicos. Los avances en el

conocimiento de las hormonas de la corteza adrenal, su estructura y sus funciones
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bioldgicas fueron reconocidos a nivel mundial y le valieron a sus autores el premio Nobel
en Medicina en el afio 1950 (Neeck, 2002). A pesar de que aumentos marcados en la
concentracion plasmatica de GC son observados luego de todos los tipos de estimulos
estresantes, muchos estudios posteriormente mostraron que la actividad anti-
inflamatoria de los GC tenia lugar en rangos de concentraciones mas farmacoldgicas que
a niveles fisioldgicos de estas moléculas (D Hazard et al., 2008; Puvadolpirod and Thaxton,
2000; Shini and Kaiser, 2009). Los resultados de las investigaciones que tuvieron lugar en
las décadas de 1940/50 se adelantaron a los usos de terapias basadas en GC para
enfermedades autoinmunes inflamatorias. Estos avances que podrian representar una
evidencia bioquimica de la interaccidon entre sistemas que previamente fueron definidos
como compartimentos aislados, fueron simultaneos con el importante trabajo en el area
de la neurologia de investigadores como Loewi y Dale sobre la transmisién sindptica
quimica: ellos imitaron la respuesta de organos periféricos a la estimulacién nerviosa
autonoma aplicando sustancias que se podrian extraer del mismo u otros érganos
periféricos (Otsuka, 2007; Raju, 1999). Esto nuevamente refuerza que el creciente
conocimiento de la interaccién entre las areas y la intercomunicacién entre las mismas no
invalidé ni impididé el crecimiento de cada disciplina como cuerpo de conocimiento en
particular.

Estudios subsiguientes permitieron profundizar, caracterizar y comprender los
mecanismos de las relaciones. Un hito en el proceso de comprension de interacciones
celulares tuvo lugar de mano de los investigadores alemanes Ernst y Berta Scharrer
alrededor de los afios 1940/50 también. Estos investigadores manifestaron lo siguiente:
“es ciertamente extrafio que células tan altamente especializadas como las células
nerviosas, tuviesen la facultad de actuar como células glandulares” al describir las células
neuro-secretoras presentes en animales vertebrados e invertebrados, las caracteristicas
citoldgicas distintivas de las mismas y el significado a nivel funcional de las
neurosecreciones propias de estas células. (Scharrer and Scharrer, 1945; Scharrer, 1998;
Smith, 1994). Este trabajo puso de manifiesto de manera inexcusable que la posibilidad
de sintetizar, acumular y liberar productos de secrecidn no es exclusiva de células
enddcrinas localizadas en glandulas de este sistema. Por otro lado, un avance igualmente
considerable y hasta quizas comparable, fue el desarrollado por Geoffrey Harris en los

afos 1940 (Raisman, 1997). Este investigador develd el control que ejerce el sistema
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nervioso sobre el sistema enddcrino a través de un exquisito patrén de regulacién de
sintesis y liberacion de miembros individuales de la familia de las hormonas peptidicas,
describiendo por primera vez la comunicacién que existe entre el hipotdlamo y la
hipdfisis. Dicha comunicacion estaria dada a través de la liberacion de hormonas en el
sistema vascular porta hipotdlamo-hipofisario, las cuales selectivamente regulan la
secrecién de las seis hormonas producidas a nivel de la glandula hipdfisis (G. Harris, 1948;
G. W. Harris, 1948; Harris, 1950). En los mismos afios 40, Ulf von Euler (1946) aisla
norepinefrina de un érgano linfoide (el bazo) y luego proporciona la evidencia de que la
hormona es el mayor neurotransmisor secretado por el sistema nervioso simpatico,
investigacion cuyos aportes al conocimiento cientifico lo hicieron merecedor también de
un premio Nobel (Shampo and Kyle, 1995). Sin embargo, en las dos décadas siguientes el
bazo continué siendo considerado meramente un reservorio de sangre, y estudios
concernientes al rol de la inervacién simpdtica del mismo se focalizaron en su funcién en
la contraccion, resistencia vascular y flujo sanguineo. Esto se debid a que en esos tiempos
se asumia que las fibras nerviosas que contienen norepinefrina en el bazo no tenian otra
funcion.

Grandes avances en el funcionamiento y caracterizacién de la interfaz INE tuvieron
lugar en la segunda década del siglo XX. Interesantemente en 1950, Dougherty y Frank
notaron que luego de 10 minutos de una inyeccién subcutdnea de epinefrina ocurre
aproximadamente un 400% de incremento de lo que denominaron “linfocitos de estrés”
(Dougherty and Frank, 1953). Estas células tenian la morfologia de linfocitos granulares
grandes o células natural “killer” cuya funcién y caracteristicas no serian descriptas hasta
los afios 1970, pero la base de que un estimulo enddcrino evocaba una respuesta
inmunoldgica estaba siendo fortalecida de manera ineludible. Recién en los afios 1970 y
1980, debido al trabajo pionero de Hugo Besedovsky y colaboradores, se define que las
hormonas clasicas ya ampliamente caracterizadas por estos afios y las citoquinas
descriptas recientemente estaban involucradas en una comunicacién cruzada muy
importante y funcionalmente relevante entre el cerebro y el sistema inmune, poniendo
en evidencia la existencia de una comunicacidn a través de mediadores solubles entre los
sistemas (Besedovsky, 1981; Besedovsky et al., 1979, 1975). Este hecho aporta sustento a
la idea de que la comunicacion entre los sistemas no es exclusivamente anatdmica. Ellos

demuestran que la respuesta inmune induce y por ende incrementa los niveles de GC en
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plasma (Besedovsky et al., 1975), altera la actividad de las neuronas noradrenérgicas del
hipotdlamo (Besedovsky et al., 1983) y disminuye el contenido de NE encontrado a nivel
de bazo. En los afos 1970 el primer receptor hormonal linfocitario fue descripto
funcionalmente cuando se publicé que los agentes adrenérgicos modulan la proliferacion
linfocitaria (linfoproliferacién) a través de la interaccidn de esta hormona con su receptor
especifico presente en la membrana de éstas células inmunes, haciendo inexcusable el
concepto de interconexion entre un mediador enddécrino soluble y su receptor
linfocitario. En los afos 1970 y 1980, se obtienen resultados del primer estudio
morfoldgico que proveyd la evidencia completa de que los 2 tipos principales de érganos
linfoides (primarios y secundarios) se encuentran inervados por fibras nerviosas
simpdticas noradrenérgicas.

De este modo es posible apreciar que en la historia de desarrollo conjunto de los
sistemas nervioso, inmune y enddcrino hay muchos hitos que van lentamente
desentrafiando nodos de interconexion. Quizds en un principio las tendencias fueron mas
bien anatdmicas, pero cuando los métodos de estudio y el conocimiento adquirido lo
permitieron, el estudio pudo ser complementado en aspectos referidos a mecanismos o
relaciones a diferentes niveles de complejidad de los organismos animales. Uno de los
primeros trabajos que pone en evidencia la actividad integrada del sistema formado por
componentes inmune, nervioso y endocrino es publicado en el afio 1952. Esta publicacién
puso en evidencia el papel central del hipotdlamo (ya descripto previamente como un
elemento central de la interaccidon neuro-enddcrina) en el desarrollo de episodios agudos
de asma en pacientes humanos (enfermedad hasta el momento restringida al drea de la
inmunologia clinica). De este modo se describe un ejemplo de control del hipotalamo
sobre la actividad inmune a través de mediadores hormonales (Szentivanyi, 1968)
(Szentivanyi and Mess, 1952; Szentivanyi and Filipp, 1958), completando los aportes
referidos a la interaccidn entre estos 3 sistemas.

En la década de 1970 gracias al trabajo pionero de Besedovsky, del Rey vy
colaboradores se establecid el rol fisioldgico de GC en la prevencion de la hiper-activaciéon
y especificidad de reacciones inmunes. De esta manera se da un nuevo hito muy
importante en la interaccion INE. En una revision de los afios 1980, Munck vy
colaboradores, reforzaron este concepto (Kelso and Munck, 1984) y propusieron la hoy

ampliamente aceptada idea de que los GC enddgenos actian previniendo la hiper-

16



activacion de la respuesta inmune inflamatoria. De esta manera estos mediadores limitan
las defensas del hospedador para controlar un patégeno (como en el caso de un virus
invasor) sin el efecto deletéreo hacia el hospedador de una hiper-activacién del sistema
inmune (por ej. dafio tisular, autoinmunidad). Trabajos mads recientes indican que la
influencia de GC en procesos inmunoldgicos es claramente mas compleja que una
supresion generalizada de la actividad inmune y depende del tipo de respuesta y del
subgrupo de células involucradas (Dhabhar, 2009). Estos aspectos seran discutidos en
profundidad mas adelante en el desarrollo de la presente tesis. Sin embargo, en principio
queda claro que los GC enddgenos, producto de la activacion del eje neuroenddcrino
hipotalamo pituitario adrenal (HPA), son reguladores claves en el funcionamiento del
sistema inmune, evidenciando nuevamente la naturaleza interactiva que estudia vy
describe la INE.

El dinamismo de la comunicacién entre los sistemas en discusién se hace
manifiesto en trabajos posteriores de Besedovsky y col. quienes sugirieron que no sélo los
GC tienen un impacto profundo en la actividad inmune, sino que lo inverso es también
cierto y la actividad inmune influencia la secrecidon de GC (Besedovsky and del Rey, 2013;
Besedovsky et al., 1986). Esta hipdtesis surge en un principio a partir de observaciones
experimentales sobre el desarrollo de una respuesta inmune a un antigeno particulado
extrafo (globulos rojos de ovejas-GRO) en ratas, las cuales desarrollan una respuesta
enddcrina paralela a la inmunitaria caracterizada por el incremento de CORT plasmatica.
Mas aln, ratones inyectados con sobrenadantes de células periféricas estimuladas con
concanavalina-A producian uno o mas factores inductores de glucocorticoides (FIGs),
elevando los niveles plasmaticos de CORT. Estos estudios sugieren la existencia de un
mecanismo de feed-back o retroalimentacidn regulatoria a nivel inmuno-neuroenddcrino
donde las células inmunes limitarian su propia actividad secretando moléculas que
estimulan la liberacion de glucocorticoides adrenales.

El concepto de una comunicaciéon bidireccional entre sistema inmune vy
neuroendocrino se establece firmemente con los trabajos de Edwin Blalock vy
colaboradores en torno a los afios 1980 y 1990 (Blalock, 2002, 1994). Estos investigadores
comienzan a describir las bases moleculares para esta comunicacién. Sus primeros
estudios demostraron coincidencias en las vias de accién de moléculas inmuno-

reguladoras como el IFN y de hormonas como la NE. Este grupo de investigadores

17



descubre que un conjunto de hormonas clasicas no sélo son secretadas por glandulas
enddcrinas como la pituitaria, sino que también son producidas por células del sistema
inmune, como los linfocitos que sintetizan hormona adrenocorticotrofica (ACTH), ademds
de endorfinas, tirotrofina y hormona del crecimiento. El descubrimiento de que estas
células inmunes sean capaces de sintetizar moléculas del tipo de ACTH en combinacién
con la demostracién de que en ratones cuyas glandulas pituitarias fueron removidas aun
hay produccion de CORT ante infecciones virales, llevé a Blalock y col. a proponer el
concepto del eje: “linfatico-adrenal”. Segun esta hipdtesis la ACTH producida por
linfocitos estimulados por la invasién viral actua sobre las glandulas adrenales para
incrementar la secrecion de CORT (Blalock, 1994). A pesar de haber encontrado
dificultades en la réplica de este fendmeno, Besedovsky y col. demuestran que linfocitos
estimulados secretan FIGs que incrementan ACTH y por consiguiente CORT en ratas
(Besedovsky and del Rey, 2013). La identidad de los FIGs es un hecho muy importante en
el desarrollo de la INE como disciplina. El reconocimiento de que las clasicas hormonas
enddcrinas no son de modo excluyente la Unica clase de mediadores involucrados en la
comunicacion confirma en el sistema la caracteristica de comunicacion multidireccional.
Este hecho hace necesariamente dindmicos los conceptos de érgano blanco y drgano
productor de un determinado mediador. En efecto, a mediados de 1980 se vuelve claro
gue citoquinas inmuno-reguladoras, también son una pieza clave de coordinacion en la
interfaz entre sistema inmune y neuroendocrino. Estos estudios fundamentales liderados
por Besedovsky y Blalock, indicaron que las citoquinas podrian ser factores liberadores de
ACTH extra hipotalamicos liberados por tejidos danados. A modo de ejemplo, a partir de
los estudios mencionados se concluyd que la IL-1 (principalmente) tiene potentes efectos
moduladores en la secrecidén de la mayoria de las hormonas bajo control neuroenddcrino
(Besedovsky et al., 1986).

Evidencias relativamente recientes de la interfaz inmuno-neuroenddcrina que
datan del afio 2000 demuestran la existencia de un mecanismo para-simpatico donde las
vias vagales y su senalizacion se encuentran involucradas en la regulacidon inmune de la
inflamacién: la via colinérgica. Esta informacién complementa la actividad como
neurotransmisor y neuromodulador de la ACh, para ahora caracterizarlo a la vez como
inmuno-modulador (Pavlov and Tracey, 2005). Evidencias experimentales indica que la

exposiciéon de células macrofagicas humanas a ACh (principal neurotransmisor vagal)
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inhibe de modo dosis-dependiente la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias como
TNF-a, IL-1 e IL-18, sin afectar la actividad anti-inflamatoria de IL-10 en respuesta a
endotoxina (Borovikova et al., 2000; Tracey). Mas aun, la estimulaciéon eléctrica del
nervio vago a nivel periférico in-vivo, durante el curso de endotoxemia experimental en
ratas, suprime la sintesis de TNF-a en higado y corazén, atenuando por ende los picos
plasmaticos de TNF y previniendo el desarrollo de un shock endotéxico (Borovikova et al.,
2000; Pavlov and Tracey, 2005; Tracey).

Hoy en dia la comunicacion entre los sistemas neuroenddécrino e inmune esta
ampliamente descripta y caracterizada en muchos animales vertebrados (Besedovsky and
del Rey, 2013; Butts and Sternberg, 2008; Correa et al., 2007; Elenkov, 2008; Kaiser et al.,
2009; Koolhaas, 2008; Mashaly et al., 1993; Romano et al., 1994; Sternberg, 2001). Estos
tres sistemas comparten un conjunto comun de ligandos y receptores. Ejemplo de esto
son: neurotransmisores, neuropéptidos, factores de crecimiento, hormonas y citoquinas
neuroenddcrinas (Besedovsky and del Rey, 2013; Blalock, 1994; Correa et al., 2007; Kaiser
et al., 2009). Hormonas “clasicas” como los GC, la prolactina y la hormona de crecimiento
pueden ser producidas por células del sistema inmunolégico, asi como una variedad de
citoquinas (originalmente descriptas como producto de secrecion de células inmunes)
gue son sintetizadas y liberadas por diferentes linajes de glandulas y tejidos enddcrinos
(Heijnen, 2007; Turnbull and Rivier, 1999). Lo descripto previamente se hace valido a nivel
celular y, como es de esperarse, también a nivel de organismos multicelulares (con
niveles de organizacidon de sistemas de drganos) donde estas células se encuentran
integradas en tejidos y en sistemas conspicuos. Finalmente y en sintesis, en la actualidad
se han dilucidado vias de comunicacidn comunes entre estos 3 sistemas en vertebrados
superiores (aves y mamiferos), que son otra clara manifestacion de su funcionamiento
integrado en la fisiologia de un animal: el eje HPA, la via simpatico-adrenérgica (SA) vy la
via vagal-colinérgica (VC). El eje HPA posee actividad anti-inflamatoria mediada por GCy
pro-inflamatoria a través de dehidroepiandrosterona (Bhatnagar and Meaney, 1995;
Calogero et al., 1992; Kudielka and Kirschbaum, 2005; Magarifios and McEwen, 1995); la
via SA posee actividad dependiente de contexto y del intimo contacto de terminales
nerviosas con linfocitos en el interior de los drganos linfoides secundarios (Calogero et al.,

1992; Elenkov et al., 2000; Heijnen, 2007) y la via VC es anti-inflamatoria, a través de la
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liberacion de ACh (Anisman et al., 1981; Borovikova et al., 2000; Gallowitsch-Puerta and
Pavlov, 2007; Pavlov and Tracey, 2005; Tracey).

De esta manera queda claro que las investigaciones han progresado en diferentes
areas que necesariamente interconectan cuerpos de conocimiento que en un principio
correspondieron a la neurologia, la inmunologia y la endocrinologia por separado. En las
Ultimas décadas fuimos testigos de un crecimiento explosivo en nuevas areas de
investigacion interdisciplinaria. Fue, y aln sigue siendo, necesario reanalizar los
contenidos alcanzados hasta el momento y volver a articular cuerpos de conocimiento en
disciplinas nuevas que surgen como una clara necesidad en el avance cientifico, como
puede ser el ejemplo de la fisiologia y farmacologia del sistema inmune que aboca sus

estudios de manera especifica a la comunicacion neuro-enddcrina e inmune.

1.2.1 Subpoblaciones de linfocitos T efectores.

Para el desarrollo de la presente tesis resulta de fundamental importancia realizar
una profundizacién en los conceptos referidos a subpoblaciones de linfocitos T efectores.
De esta manera se menciona que el balance de respuesta inflamatoria / anti-inflamatoria
se analiza en animales a través del estudio de citoquinas circulantes o bien evaluando los
isotipos de inmunoglobulinas (Elenkov, 2008; Rasoli et al., 2014). Las respuestas inmunes
estdn reguladas por las células presentadoras de antigenos (CPA) como
monocitos/macrofagos, células dendriticas y otras células fagociticas que son
componentes de la inmunidad innata y por las subclases de linfocitos T colaboradores
Thl, y Th2 que son componentes de la inmunidad adquirida. Las células Thl
principalmente secretan IFN-y, IL-2 y TNF-a, que promueven la inmunidad celular,
mientras que las células Th2 secretan un conjunto diferente de citoquinas principalmente
IL-4, 10 y 13 e IL-9 que promueven la inmunidad humoral (Degen et al., 2005; Elenkov,
2008; Mosmann et al., 1986; Scott, 1989).

Las células Th 0 (virgenes) son células pluri-potenciales y sirven como precursores
de células Thly Th2. En sus primeras descripciones del paradigma Th1/Th2, (Mosmann et
al., 1986) trataron de explicar las respuestas observadas en muchos modelos
experimentales de infeccion, autoinmunidad y alergia. Las células Th1l son promovidas

por la IL-12 que induce la expresidon del factor de transcripcion T-bet y la secrecidn de la

20



citoquina distintiva IFN-y. Las células Th2 son inducidas por la IL-4, expresan el factor de
transcripcion GATA3 y estan vinculadas a las respuestas humorales a los organismos
extracelulares o parasitos y desarrollo de atopia y reacciones alérgicas, con produccién
de citoquinas que incluyen IL-4, IL-5 e IL-13 (Murphy, 2009; Parham, 2006). El concepto
inicial fue que las células Thl y Th2 representan estados epigenéticos binarios
mutuamente excluyentes ya que la IL-12, el IFN-y y la expresiéon de T-bet inhiben la
diferenciacion de Th2, mientras que la IL-4 y el Gata3 antagonizan la polarizacién hacia
Thl. El descubrimiento de células CD4+ que expresan el factor de transcripcion FoxP3
(Treg) demostré que la diferenciaciéon de células virgenes ThO podia tener otras
alternativas y que no todas las células T CD4+ podian ser clasificadas como tipo 1 o tipo 2.
Recientemente se han descripto las células Th17 que expresan el factor de transcripcién
RORyt y secretan las citoquinas IL-172 e IL-17F, o las células Th foliculares que emergieron
como un agregado importante al viejo paradigma de dos Unicos modos de polarizaciéon Th

(Zzhou et al., 2009).

1.2.2 Perfiles o Fenotipos Inmuno-neuroenddcrinos (FINEs).

Recientemente y como producto de diferentes investigaciones se ha propuesto en
mamiferos la existencia de perfiles o fenotipos inmunoneuroenddécrinos (FINE) (Elenkov
et al., 2008; Sternberg and Hill, 1989). Este concepto implica la categorizacién poblacional
en grupos que manifiestan caracteristicas diferenciales de la interaccion INE, como
produccién de citoquinas inflamatorias, densidad de expresidn y actividad de receptores
hormonales y niveles de mediadores neuroenddcrinos lo cual implicaria distinta actividad
en y entre las vias ya descritas previamente. La determinacién de FINEs ha sido
importante para la comprensién de mecanismos inmunopatogénicos ya que el
predominio de algun perfil incrementa el riesgo o la resistencia a diferentes
enfermedades infecciosas o autoinmunes. Ademds, estos perfiles neuroenddcrinos
estarian asociados a diferencias en la respuesta de estrés que desarrollan las poblaciones
(Calogero et al., 1992; Sternberg et al., 1989; Wei et al., 2003; Zelazowski et al., 1992). En
mamiferos estos perfiles se han estudiado exhaustivamente en ratas de la especie Rattus
norvegicus bajo el paradigma LEWIS/FISCHER (cepas LEW / F344), que poseen opuesta
susceptibilidad a infecciones, enfermedades autoinmunes y tumores inducidos

experimentalmente. Las primeras presentan una respuesta polarizada a Thl de perfil
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claramente inflamatorio, y las segundas presentan una respuesta opuesta poco
polarizada a Th1l con menor expresion del componente inflamatorio asociado (Sternberg
and Hill, 1989; Sternberg et al., 1989; Tonelli et al., 2003; Wei et al., 2003; Zelazowski et
al., 1992). En estas cepas los niveles enddégenos basales de la hormona CORT son los que
subyacen a la configuracién de las demas variables correspondientes a los perfiles
definidos en estos animales (Sternberg et al., 1989). El estudio de los perfiles en
mamiferos ha ampliado su alcance hacia comienzos del siglo XXI, incluyendo la utilizacidn
del humano como modelo animal. En el afio 2008 lllia Elenkov y colaboradores publican
en Journal of Immunology una investigacion sobre la existencia de los FINE en Homo
sapiens sapiens (Elenkov et al.,, 2008). En su trabajo se establece una relacién entre
niveles basales de adrenalina y perfiles de citoquinas. Los autores identifican subgrupos
de humanos con hipo o hiper actividad adrenal, y asociado a ello perfiles de citoquinas
opuestos (TNF-a, IL-12 e IL-10). Si bien la hormona que subyace a las configuraciones de
los perfiles no seria la misma, lo importante a destacar es la existencia del fendmeno de
los FINE en 2 especies de mamiferos. Independientemente de la configuracion final
exacta, es posible encontrar en ambas especies subgrupos de animales saludables que
manifiestan diferencias en la fisiologia de la interaccién inmunoneuroenddcrina, las
cuales llevan a la aparicion de diferentes FINEs en la poblacién.

El estudio del sistema inmune en aves ha tenido un gran avance en los ultimos
afos. Muchos aspectos han sido profundizados sobre fisiologia y biologia de las
respuestas inmunes en aves (Adelman and Ardia, 2014; Davison et al., 2011; Juul-Madsen
et al., 2014; Olah et al., 2014; Schultz and Magor, 2014; Toivanen and Toivanen, 1987). De
particular importancia para el desarrollo de la presente tesis, ha sido caracterizado el
perfil Thl y la respuesta de fase aguda inflamatoria (Davison et al., 2011; Koutsos and
Klasing, 2001). Respecto al perfil Th2, hasta el momento se han caracterizado
componentes del mismo como las IL 4, 10 y 13 (Koutsos and Klasing, 2014). Se ha
documentado la posibilidad de intercambio de perfiles Thl a Th2 y viceversa (Davison et
al., 2011; Degen et al., 2005). Aun no se han desarrollado estudios tendientes a conocer si

se encuentran perfiles inmunoneuroenddcrinos en aves ni su distribucién poblacional.
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1.3 El estrés y su potencial relacién con los FINEs.

1.3.1 Estrés.

El estrés es un término comunmente empleado para describir una serie de
fendmenos fisiolégicos diversos, que involucran una respuesta adaptativa de un
organismo cuando se enfrenta a estimulos o factores que afectan su homeostasis
(estresores) (Dohms y Metz, 1991). Aquellos individuos que sobreviven al efecto de los
estresores, es decir que se sobreponen a la alteracidon producida en su homeostasis, se
consideran organismos mejor adaptados al ambiente y a la variabilidad presente en el
mismo. La respuesta de estrés en vertebrados puede involucrar multiples cambios en
varios sistemas neuroquimicos y enddcrinos tales como el opioide (Drugan et al., 2007), el
dopaminérgico (Anisman and Zacharko, 1990), el noradrenérgico (Korte et al., 1997), el
colinérgico (Anisman et al., 1981), el serotoninérgico (Calogero et al., 1992; Summers,
2002), el GABAérgico (Marin et al., 2002; Martijena et al., 1992) y el eje hipotdlamo-
pituitario-adrenal (Dantzer, 1991). Si el estrés resulta de cardcter perjudicial o no,
dependerd principalmente de las interacciones entre, i) las caracteristicas individuales y
las propiedades del estresor, vy ii) el sistema nervioso, sistema de érganos periféricos y
sistema enddcrino (Bohus et al., 1987). Si la intensidad y duracién del estresor supera la
capacidad de adaptacién del individuo el organismo se encontrard en la situacidn
denominada estrés negativo o distrés, el cual puede afectar negativamente el bienestar,
salud y desarrollo de los animales (Dantzer, 1991; Jones, 1996; Jones et al., 1999; Marin
et al., 2001; Satterlee and Marin, 2004).

La respuesta fisiolégica que el estrés involucra puede desencadenar reacciones
emocionales que afectan de una u otra forma el comportamiento de las aves. Los estados
emocionales que son inducidos por la percepciéon de un dafo real o potencial que
amenaza el bienestar del individuo se denominan miedo y ansiedad respectivamente y
son inducidos por diversos estresores. El miedo también podria ser definido como el
estado o situacién en que un animal percibe a un estimulo como una amenaza y en
consecuencia genera una respuesta comportamental y/o fisiolégica al mismo (Cohen and
Harel, 2007). Si bien el comportamiento de miedo ayuda al animal a evitar o reducir las

consecuencias de la exposicion a un peligro (Cockrem, 2007), el desencadenamiento del
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miedo o de la ansiedad inhiben otros sistemas motivacionales y sus comportamientos
asociados (Jones, 1989) dando como resultado, una menor habilidad para adaptarse a los
cambios ambientales, para interactuar exitosamente con los congéneres, y para utilizar
nuevos recursos, aparejando de éste modo numerosos efectos perjudiciales sobre el
organismo que incluyen: pérdidas de energia, disminucién en el crecimiento, conversién
del alimento, produccidn y calidad y nutrientes de sus huevos; ademas de un retraso en la
maduracion, tasa de nacimientos comprometida, desarrollo de picaje de plumas,
canibalismo y dolor (Dantzer, 1991; Korte et al.,, 1997; Lay et al.,, 2011; Marin and
Satterlee, 2004; Rubolini et al., 2005).

Es posible identificar estresores de diversos tipos como por ejemplo fisicos
(térmicos, quimicos, eléctricos, infecciosos, etc), o definidos por la situacion
(inmovilizacién, aislamiento social, hacinamiento, presencia de predador, etc). Tal
diferenciacién posee valor limitado por diversas razones: i), en muchos casos varios
estresores son aplicados simultaneamente (por ej. electroshock y aislamiento social); ii),
diferentes estresores pueden evocar la misma reaccién y asi dar como resultado la misma
respuesta fisioldgica; iii) porque en algunos casos el estresor puede tener una importancia
menor que el contexto en el cual fue aplicado (Lyons et al., 1988). Los estresores pueden
diferir en su intensidad y duracién, pudiendo ademas clasificarse de acuerdo a la
repeticion de los eventos estresantes a lo largo del tiempo. De este modo se encuentran
los denominados estresores agudos o crénicos, dependiendo de si los animales han sido
expuestos una Unica vez o un mayor numero de veces a los estresores (Malisch et al.,
2010; Marin et al., 2001; Nazar and Marin, 2011; Siegel, 1980). La exposicion repetida a
un estresor (estrés crénico) puede resultar en una alteracién de la respuesta tanto
comportamental como fisioldgica al estresor a lo largo del tiempo: puede aumentar en
intensidad (sensibilizacidn), disminuir en intensidad (habituacién o desensibilizacion), o
puede no ser alterada en el tiempo (Ladewig, 2000). La naturaleza, duracién, intensidad y
frecuencia de un estimulo estresante puede determinar si predomina la habituacién o
sensibilizaciéon como fendmeno fisioldgico-comportamental, o si se produce un balance
entre ambos (Grissom and Bhatnagar, 2009; Jones et al., 2000). Por ejemplo, se considera
a la habituacién inversamente relacionada con la intensidad del estimulo, y positivamente
correlacionada con el numero (Jones et al., 2000) y frecuencia de las exposiciones

(Grissom and Bhatnagar, 2009). La habituacién, en vertebrados superiores, también se
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extiende a la respuesta del eje HPA, donde la exposicion repetida a un estresor
progresivamente reduce la respuesta de dicho eje (Grissom and Bhatnagar, 2009;
Grissom et al., 2008). Se ha demostrado que la habituacién a un tipo de estresor repetido
no se extiende a un tipo de estresor diferente (Ladewig, 2000), por ende la habituacion
tendria la caracteristica de ser “especifica” para cada estresor (Kant et al., 1985). Mas
aun, hay indicios de que la exposicion repetida a estresores de baja intensidad podria
causar habituacidn a ese tipo de estresores en particular y sensibilizacién a otro tipo de
estresores (Grissom and Bhatnagar, 2009). Por ejemplo, exposiciones repetidas a un
ambiente frio, estrés social, o natacion forzada llevaron a una sensibilizacion de la
respuesta del eje HPA a un estrés novel por inmovilizacién parcial (Akana et al., 1996;
Bhatnagar and Dallman, 1998; Bhatnagar and Meaney, 1995; Bhatnagar and Vining, 2003;
Grissom et al., 2008).

1.3.2 Sustrato fisiolégico de la respuesta de estrés.

En vertebrados superiores se ha caracterizado en profundidad el conjunto de
procesos fisioldgicos y el sustrato anatémico que subyacen a los diferentes aspectos
descriptos de la respuesta de estrés (Bhatnagar and Vining, 2003; Carsia and Harvey,
2000; Gartner and Hiatt, 2001; D Hazard et al., 2008; Kuenzel and Jurkevich, 2010;
Kuenzel, 2000; Marsh and Scanes, 1994; Scanes, 2009, 2000).

Aves y mamiferos poseen un conjunto de drganos endocrinos similares que
incluye el complejo hipotalamo-pituitaria, las gdnadas, los islotes pancredticos, la
glandula adrenal, tiroides, paratiroides, y células enddcrinas de sistema respiratorio y
digestivo. Estas glandulas liberan su contenido al torrente sanguineo, actuando las
hormonas en sitios especificos de los correspondientes drganos blancos. Cada una de
ellas ejerce su efecto por medio de la interaccion con receptores de superficie o
citoplasmicos/nucleares. Ademas de las “clasicas glandulas enddcrinas” mencionadas vy
sus productos de secrecidn, también integran este conjunto hormonas producidas por
otros drganos como la glandula pineal (melatonina), el higado (IGF1) y el rindn (renina,
eritropoyetina) (Carsia and Harvey, 2000; Gwinner and Hau, 2000; Scanes, 2000).

En referencia al complejo hipotdlamo-pituitaria, la glandula pituitaria o hipofisis se
encuentra intimamente conectada con el hipotdlamo en la base del encéfalo. Esta

glandula tiene una estructura muy compleja y un desarrollo embrionario muy interesante.
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Sus tejidos principales pueden ser morfolégicamente clasificados como adenohipéfisis o
neurohipdfisis cada uno con distinto origen embrionario (Gartner and Hiatt, 2001;
Kuenzel, 2000). La adenohipdfisis es un derivado embrionario de la bolsa de Rathke
(ectodermo del techo de la boca) y la neurohipodfisis es derivada del infundibulo
(crecimiento externo del neuroectodermo). La adenohipofisis en mamiferos incluye la
pars distalis, pars tuberalis y pars intermedia (Gartner and Hiatt, 2001). Sin embargo en
aves no existe estructura homologa a la pars intermedia, de este modo la adenohipdfisis
constituye la glandula pituitaria anterior o pars distalis. La neurohipdfisis se conforma de
la pars nervosa, el infundibulo y la eminencia media. La pars distalis aviar produce un
conjunto completo de hormonas: gonadotrofinas, tirotrofinas, prolactina, hormona de
crecimiento y ACTH (Anne McNabb, 2000; Carsia and Harvey, 2000; Scanes, 2000). La
induccion de células de tipo especifico involucra la transcripcion de factores especificos.
El I6bulo anterior de la pituitaria se encuentra muy vascularizado incluyendo el sistema
porta hipofisario. Este ultimo provee una ruta para las terminales nerviosas
neurosecretoras localizadas en la eminencia media para llegar a la pituitaria anterior. La
actividad de la glandula pituitaria anterior es regulada a través de factores de liberacién
secretados en la eminencia media, los cuales viajan a través de los vasos del sistema
porta-hipéfiso-hipotalamico. La glandula pituitaria posterior consiste en terminales
neurosecretoras que liberan mesotocina o arginina vasopresina. Estas hormonas son
sintetizadas en cuerpos celulares en nucleos hipotalamicos y transportadas a la porcién
posterior de la glandula hipdfisis a través de axones neuronales modificados (Kuenzel,
2000).

La biologia y fisiologia del eje HPA en aves han sido revisadas extensamente (Eraud
et al., 2008; D Hazard et al., 2008; Kuenzel and Jurkevich, 2010; Kuenzel, 2000; Lara and
Rostagno, 2013; Mumma et al., 2006; Saito et al., 2005; Shini et al., 2010a) asi como los
mecanismos de activacion frente a estresores. La activacion de la funcidén adrenocortical
(en términos de secrecion de CORT) (Mashaly et al., 1993; Mumma et al., 2006;
Puvadolpirod and Thaxton, 2000) a través de este eje es mediada principalmente por la
hormona ACTH secretada y liberada desde la pituitaria. Como sucede en mamiferos, la
ACTH es un péptido de 39 aminoacidos liberado de la pituitaria aviar en respuestas a
estrés (Carsia and Harvey, 2000; Mumma et al., 2006; Puvadolpirod and Thaxton, 2000).

Hay fuertes evidencias tanto fisiolégicas como neuroanatdmicas de que la hormona
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liberadora de corticotrofina (CRH) es un secretagogo para ACTH. Vale sefalar también
que la arginina vasopresina (AVP) es un significante secretagogo de ACTH en algunas
especies de aves. La liberacién de esta hormona también se encuentra regulada por
mecanismos de retroalimentacién negativa por hormonas como la somatostatina y otros
compuestos como los opioides (Carsia and Harvey, 2000). En gallinas, pavos y gansos no
estresados, las concentraciones plasmaticas de ACTH van desde los 20 a 150 pg/ml y
pueden alcanzar concentraciones del doble de estos valores ante varios estresores (Carsia
and Harvey, 2000; Harvey et al., 1984; Kaiser et al., 2009). Existe una relacién entre los
niveles plasmaticos de ACTH y de CORT en respuesta al estrés. Mds aln, en gallinas, la
infusion de ACTH estimula la liberacion de CORT dentro de los 5 minutos y de modo dosis
dependiente. La CORT y otros glucocorticoides parecen ejercer una influencia por
retroalimentacién negativa en todos los niveles del eje HPA en aves. Por ejemplo CORT
exogena suprime la secrecién de CORT basal y foto-estimulada en patos. Del mismo modo
la Dexametasona (GC sintético) bloquea la CORT inducida por estrés por ejercicio en
gallinas y, por ultimo, niveles elevados de CORT en respuesta a la deprivacién de alimento

suprimen los niveles de ACTH encontrados en plasma.

1.3.3 Modulacion de la respuesta inmune por situaciones de estrés.

Como ya se ha mencionado, a nivel sistémico la respuesta de estrés involucra
multiples cambios de orden neuroquimico y enddcrino y obligan al organismo a poner en
marcha en poco tiempo una serie de mecanismos fisioldgicos que le permitan la mejor
respuesta adaptativa de “Lucha o Huida” (Puvadolpirod and Thaxton, 2000; Scanes, 2000;
Summers, 2002). Los cambios producidos por el estrés provocan alteraciones en los
equilibrios dindmicos apartando al organismo del estado de homeostasis (Dominique
Hazard et al.,, 2008; Matuszewich et al., 2007; Mumma et al., 2006; Puvadolpirod and
Thaxton, 2000). Existen numerosas evidencias de que uno los sistemas afectados por el
mencionado desequilibrio fisioldgico es el sistema inmune, el cual reviste fundamental
importancia para resistir y controlar patégenos. Este sistema responde a distintos
estimulos tanto externos como enddgenos a través de mediadores humorales como las
inmunoglobulinas (Ig), IL y quimoquinas, y componentes celulares como los leucocitos
(Davison et al., 2011; Lee and Klasing, 2004; Murphy, 2009; Parham, 2006). Como ya se

mencionara, durante su activacion, se produce la polarizacidn de las respuestas hacia
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perfiles predominantemente inflamatorios ricos en citoquinas tipo | como IFN-y o L-12 o
bien, de naturaleza menos inflamatoria y rica en citoquinas de tipo Il como IL-4 o IL-10.
Esta polarizacion obedece a sefiales provenientes de las células presentadoras de
antigenos, que en distintos tejidos, promueven selectivamente uno u otro perfil (Davison
et al.,, 2011; De Groote et al.,, 1992; Mosmann et al., 1986). Un clasico ejemplo de
inmunodepresion mediada por estrés en la literatura que refiere a estudios con aves es el
que fuera informado por Siegel en el afio 1972. Este trabajo muestra que un estresor de
tipo social puede exacerbar enfermedades, en particular la enfermedad de Merek
(Koutsos and Klasing, 2014). Gallinas fueron mantenidas en un ambiente social estresante
al cambiar cada dia a un nuevo recinto con lo que la estructura social del grupo debia
reacomodarse nuevamente. Estos animales mostraron una mayor incidencia de tumores
inducidos por el virus de la enfermedad de Merek que aquellos animales también
expuestos al virus pero en condiciones sociales no estresantes, es decir alojados en
grupos estables. Para caracterizar ain mas este efecto del estrés, se bloqueé la sintesis de
CORT a partir de desoxicorticosterona, observando que la incidencia de tumores era
menor que cuando la conversion de la hormona no se encontraba bloqueada (Gross and
Siegel, 1985; Gross, 1989).

Luego de afios de investigacidon en el area de interaccidn entre la inmunologia y la
respuesta de estrés los avances sugieren que ACTH y los GC son inmunosupresores
(Koutsos and Klasing, 2014). En pollos domésticos, los implantes de ACTH reducen la
inmunidad humoral y la hipersensibilidad demorada a la fitohemaglutinina (PHA)
(Mumma et al., 2006). Ademas, la induccion de ACTH y por ende CORT, generalmente
reduce el numero de linfocitos (predominantemente B y células NK) y aumenta los
numeros de heterdfilos (Dhabhar and McEwen, 1997; Dhabhar et al.,, 1996). Los GC,
predominantemente CORT, inducen apoptosis rapida en linfocitos T y B inmaduros
(Lechner et al., 2001). Sin embargo, el nivel de CORT, el tiempo de exposicién (corto plazo
o largo plazo de exposicion) y el tipo de parametro inmune medido afectan las respuestas
de CORT (Dhabhar, 2009; Martin et al., 2005). En general, un aumento inicial de CORT
permite una respuesta inmune mas robusta, mientras que el aumento crénico de CORT
resulta en la inmunosupresion. La elevacion de CORT de modo agudo estimula la funcidn
de hipersensibilidad demorada (Dhabhar and McEwen, 1997; Martin et al., 2005), altera

el metabolismo de proteinas (Klasing, 1998; Kogut and Klasing, 2009), desplaza la

28



respuesta inmune adaptativa de Th1 a un tipo Th2 (Ligier and Sternberg, 1999) y reduce la
proporcion de linfocitos de sangre total. En contraste, la elevacién de modo crénico de
CORT actua por realimentacidon negativa para regular la inmunidad suprimiendo las
respuestas inmunitarias (Dhabhar and McEwen, 1997; Dhabhar et al., 1995; Mashaly et
al., 1998). La administracion de CORT crénica reduce el tamafio de la bursa, del timo y la
masa del bazo (Dohms and Metz, 1991), aumenta la funciéon de las células NK, suprime las
respuestas de anticuerpos primarios y secundarios, suprime la produccién de
prostaglandinas E2 y la fagocitosis por las células monociticas adherentes de sangre
periférica (Fowler et al., 1983), reduce la linfoproliferacion de linfocitos, asi como
produccién de IL-2 y de IFN-y (Isobe and Lillehoj, 1992).

Otros neuropéptidos y neurotransmisores implicados en la respuesta al estrés,
incluyen la serotonina, el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la vasopresina y la oxitocina,
la ACh y la somatostatina (Dohms and Metz, 1991). Varios factores gastrointestinales,
incluyendo colecistoquinina, sustancia P, somatostatina y VIP, generalmente aumentan
los parametros inmunolégicos locales, incluyendo la linfoproliferacion de linfocitos de la
mucosa Yy la produccién de anticuerpos, la quimiotaxis de monocitos y actividad intra-
epitelial de células NK (Bienenstock et al., 1989). La base para efectos reguladores esta
relacionada con acciones directas sobre los leucocitos, ya que poseen los receptores de
estas en sus membranas plasmaticas (Bienenstock et al., 1989).

El mecanismo de accién a través del cual se produce la inmunodepresion
mencionada en los ejemplos anteriores se encuentra relacionado a los efectos de las
hormonas liberadas, cuando sus concentraciones son elevadas y sostenidas en el tiempo
como sucede en los casos de estresores de tipo crdnico (principalmente CORT)
(Calandreau et al., 2011; Dhabhar and McEwen, 1997; Korte et al., 1997; Shini et al.,
2009). La corticosterona posee receptores citoplasmicos y al ser un derivado esteroideo
atraviesa las membranas celulares para unirse al mismo en el citoplasma. A continuacidn
el complejo hormona-receptor es translocado al ntcleo donde cumplird su funcién a nivel
de los genes de respuesta a glucocorticoides (GRGC). Los GRGC son aquellos cuya
transcripcion y posterior traduccidn se encuentra regulada en alguno de sus pasos por GC
(Kaiser et al., 2009; Mumma et al., 2006; Shini et al., 2010a). NF-kB es un factor de
transcripcion que induce la sintesis de ARNm correspondiente a varios genes

responsables de la activacion y respuesta inmunoldgica (TNF-a, IL-2, IFN-B, etc) (Li and
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Verma, 2002). A nivel citoplasmico el factor de transcripcidon se encuentra unido a su
represor Ik-B, y de esta manera el complejo se encuentra inactivo. La activacién de NF-kB
se da por la fosforilacidn, ubiquitinizacidon o protedlisis de Ik-B, la cual esta mediada por
accion de enzimas inducibles por diferentes situaciones que requieren una respuesta por
parte del sistema inmune (presencia de virus, bacteria, parasito, dafio tisular, etc)
(Vallabhapurapu and Karin, 2009). El gen que codifica para Ik-B es un GRGC y la activacidn
del mismo induce un incremento del represor a nivel del citoplasma celular
(Vallabhapurapu and Karin, 2009; Wang et al., 2002). El estrés de tipo crénico induce una
produccién elevada y sostenida de GC. Frente a la situacién mencionada los GRGC como
el correspondiente a Ik-B incrementan la transcripcién y traduccidon subsiguiente del
correspondiente ARNm en proteinas. A nivel celular entonces, todo el NF-kB se encuentra
unido a su represor e inactivado. Las concentraciones de Ik-B superan ampliamente las
concentraciones de NF-kB por lo que la activacién de mediadores de respuesta inmune se
encuentra imposibilitada, manifestdndose esto en la mencionada inmunodepresién
inducida por estrés crénico. Se he descripto el modelo clasico de accién de GC sobre el
sistema inmune. Sin embargo, existen otros 2 modelos que también explican la
modulacion inmune mediada por GC que no serian necesariamente excluyentes (Padgett
and Glaser, 2003). El segundo modelo propone una interaccién entre GC y NF-kB que
tendria como resultado la inhibicidon de genes. Esto se daria a través de la union de GC o
de su receptor activado con NF-kB, inhabilitando su translocacién al nucleo (Adcock and
Caramori, 2001; Hofmann and Schmitz, 2002; Schaaf and Cidlowski, 2002). El tercer y
ultimo modelo plantea una inhibicién de NF-kB por competencia por cofactores limitantes
(De Bosscher et al., 2000).

Los FINEs se definen, como ya se ha mencionado, en base a interacciones entre
variables correspondientes a los sistemas inmune nervioso y enddcrino. Teniendo en
cuenta entonces la descripcion y caracterizacién realizada de los efectos que las
respuestas de estrés tienen sobre los diferentes parametros de respuesta en el contexto
de las interacciones INE, es posible pensar que estos efectos se vean traducidos de una u
otra forma en la configuracion final de los FINEs, ya sea en la configuracidn de los perfiles,

en la cantidad de individuos que los expresen, etc.
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2. Hipdtesis y predicciones.

Considerando el conjunto de antecedentes tedricos presentado se plantean las

siguientes hipodtesis de trabajo:

e El conjunto de procesos fisioldgicos compartidos entre vertebrados superiores
como aves y mamiferos también incluye la biologia de la interaccién INE, por ende
existirian patrones comunes de parametros INE cuyo funcionamiento se articula en esta
interfaz.

e Considerando que la respuesta de estrés desde el punto de vista evolutivo tiene
como primer objetivo la conservacién de la especie (e individualmente la conservacion de
la homeostasis), una situacién de estrés crénico modularia las interacciones INE en aves

de la especie Coturnix coturnix y Gallus gallus.

Predicciones derivadas.

e La interaccion INE en aves de las especies Coturnix coturnix y Gallus gallus
determinara la existencia de arreglos inmunoneuroenddcrinos comparables a los
fenotipos descriptos para mamiferos.

e El estrés de tipo crénico poseera efectos sobre las variables que integran la
interfaz INE, por ende modificara la expresion de los mismos, en primera instancia a nivel
individual y por ende en una segunda instancia a nivel poblacional en aves de las especies

Coturnix coturnix y Gallus gallus.
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3. Objetivos.

En base al marco tedrico desarrollado se plantean el siguiente objetivo general y

los siguientes objetivos especificos:
3.1 Objetivo general.

El estudio del sistema inmunoneuroenddcrino (INE) en aves y en particular en
relaciéon a las respuestas de estrés tiene una gran relevancia desde diversos puntos de
vista: bioldgico, evolutivo, sanitario e incluso a nivel comercial (principalmente en el caso
de las aves de granja). Este proyecto presenta como objetivo general el contribuir al
conocimiento sobre la potencial existencia de fenotipos inmunoneuroendécrinos y su
relacién con el estado de estrés en aves, empleando como modelo animal 2 especies de
aves que difieren notablemente en su grado de domesticacién: Coturnix coturnix

(codorniz) y Gallus gallus (gallina).

3.2 Objetivos especificos.

e Estudiar la interrelaciéon entre componentes del sistema INE en Coturnix
coturnix y evaluar si pueden determinarse fenotipos INE y cual es su distribucion a nivel
poblacional.

e Analizar si un estrés crénico variado e impredecible puede modular la expresién
y/o distribucion de fenotipos en Coturnix coturnix favoreciendo algun tipo particular de
perfil fenotipico.

e Estudiar la interrelacién entre componentes del sistema INE en Gallus gallus y
evaluar si pueden determinarse fenotipos INE de caracteristicas comparables a los
observados en Coturnix coturnix.

e Analizar si un estrés cronico social puede modular la expresion y/o distribucion
de fenotipos en Gallus gallus y, de existir, analizar si esta modulacién puede ser
comparable a la observada en Coturnix coturnix.

e Realizar una valoracidon tedrica sobre la existencia de una potencial
correspondencia o patrén en la expresidon de FINEs entre mamiferos (Ratus norvegicus y
Homo sapiens sapiens) y aves (Coturnix coturnix y Gallus gallus) y sus potenciales

implicancias evolutivas.
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Las secciones del manuscrito corresponden cada una a un objetivo especifico. A
modo de cierre se presenta una seccién final titulada Discusién y Conclusiones Generales
donde se exponen las construcciones tedricas derivadas de la presente Tesis Doctoral

consideradas de mayor relevancia.
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4. Materiales y Métodos Generales.
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4.1 Modelos animales.

En la presente tesis se trabajé con 2 especies de aves de granja diferentes: Gallus
gallus (gallina) y Coturnix coturnix (codorniz). Ambas especies poseen diferente grado de
domesticacién y en el caso de la gallina no solo ha sido domesticada durante mas tiempo
que la codorniz sino que ademas durante los ultimos 60 afos ha sido sometida a un
intenso proceso de seleccién genética (reproduccion selectiva) dirigida a obtener aves
gue produzcan un mayor numero de huevos y mds grandes a lo largo de su vida y con el
minimo aporte de alimento posible (tasa de conversidon de alimento optimizada). Ambas
especies son modelos histéricamente reconocidos en estudios de fisiologia, productividad
y bienestar de aves de granja (Baumgartner, 1994; Huss et al., 2008; Jones, 1996;
Puvadolpirod and Thaxton, 2000; Reese and Reese, 1962).

4.1.1 Coturnix coturnix.

Los estudios que se desarrollaron en aves de la especie Coturnix coturnix
comparten los procedimientos de cria y mantenimiento de los animales hasta el
momento de la determinacién del FINE o hasta los protocolos de estrés o manipulacion
correspondiente para el objetivo que se intenta abordar con el experimento en cuestion.
Estas manipulaciones diferenciales serdn explicadas en detalle cuando corresponda.

Las aves se criaron en el laboratorio de ciencia avicola de la Facultad de Ciencias
Exactas Fisicas y Naturales — Universidad Nacional de Cérdoba, siguiendo procedimientos
de rutina (Guzman et al., 2009; Labaque et al., 2008; Marin and Satterlee, 2004; Nazar
and Marin, 2011; Nazar et al., 2012; Satterlee and Marin, 2004). Inmediatamente luego
del nacimiento los pichones fueron marcados con anillos de colores numerados en su
pata derecha para asegurar su identificacién y posibilitar su seguimiento. Las aves fueron
alojadas al azar en habitaculos de cria de 90 x 90 x 60 cm (largo x ancho x alto). Cada
habitaculo disponia de un piso de malla de alambre (1 cm. de lado de rejilla) elevado 5
cm. del piso para permitir el pasaje de las excretas. Permanecieron en estas cajas hasta la
edad de traslado a jaulas de adultos a las 5 semanas de vida. El ciclo de luz-oscuridad
empleado en toda la cria fue de 14 horas de luz y 10 de oscuridad. Las luces se
encendieron a las 06:00 horas. El manejo de la temperatura se realizé de acuerdo al

método descrito por Shanaway (1994) y Marin y Satterlee (2004) donde se practica un
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descenso gradual de la temperatura de aproximadamente 3°C semanales desde los 37°C
aplicados al momento del nacimiento hasta alcanzar una temperatura ambiente de
aproximadamente 25°C a los 28 dias de edad. Esta temperatura se mantuvo hasta la
finalizacion del estudio. La humedad relativa ambiente registrada oscil6 entre el 50 y 60%.
El agua y el alimento balanceado para codornices fueron provistos libremente empleando
un comedero que abarca todo el frente de cada caja de cria y 16 bebederos automaticos
de tipo “niple” por caja. La composicién del alimento fue de 20% (como minimo) de
proteinas crudas y un rendimiento energético de 2.900 Kcal/kg. A los 35 dias de edad las
aves fueron alojadas en parejas de un macho y una hembra en jaulas de 39 x 19 x 25 cm
(fondo x frente x alto, respectivamente). En estas jaulas se mantuvieron las mismas
condiciones de mantenimiento, es decir: el mismo ciclo de luz oscuridad, nivel de
humedad, acceso a agua y comida ad libitum también. Para continuar con la correcta
identificacion de cada animal, a las 8 semanas de edad las bandas que fueron colocadas
en las patas se reemplazaron por bandas alares numeradas.

Los animales se mantuvieron en las condiciones descritas hasta las pruebas
experimentales correspondientes. Una vez por semana se desarrollaron contactos
neutros con las aves, los cuales consistieron en la aproximacién del experimentador a los
mismos sin hacer ninguna prdactica en particular, promoviendo de este modo una

habituacidn de los animales a la presencia del experimentador.

4.1.2 Gallus gallus.

El trabajo experimental desarrollado con la especie Gallus gallus se realizé durante
una pasantia de trabajo en el Departamento de Produccién Animal del Instituto Vasco de
Investigacion y Desarrollo Agrario “Neiker-Tecnalia” (Vitoria-Gasteiz) y dentro del marco
de colaboracién entre la Dra. Inma Estévez (Investigacion lkerbasque y Directora de la
Unidad de Comportamiento y Bienestar Avicola) y el Dr. Raul H. Marin (Profesor visitante
Ikerbasque) bajo el proyecto Modelay AGL2010-18276 MICINN. El proyecto Modelay
tenia como objetivos centrales el estudio de los efectos conjuntos de la apariencia
fenotipica y el tamafio de grupo sobre variables productivas, comportamentales y en el
marco de esta tesis se evaluaron ademas variables inmuno-enddcrinas (ver mas abajo). Se
estudiaron aves de la estirpe comercial Hy-line Brown que ha sido seleccionada para

maximizar la ovipostura de huevos a lo largo de su vida (gallinas ponedoras) (Hy-Line,
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2014). Los pichones fueron adquiridos con un dia de edad de la incubadora Avigan
Terralta S. L. (Tarragona, Espaia). El estudio se llevé a cabo en la granja para avicultura
del centro de investigacion Neiker-Tecnalia situado en el parque tecnoldgico de Arkaute
(Vitoria-Gasteiz, Espafa). Las aves fueron alojadas y mantenidas en una nave
experimental de 320 m? con comederos y bebederos automatizados. Mediante control
automatizado por computadora se regulaban la carga y provisién de alimento, la
ventilacion y la temperatura de la nave. La nave experimental estaba subdividida en 50
recintos. Se emplearon recintos de dos tamanos diferentes de acuerdo al nimero de
individuos que componia los grupos experimentales (10 o 40, ver detalles mas abajo). Los
recintos para 10 individuos median 0,75 x 1,78 m (1,25m2), frente y fondo
respectivamente y los de 40 2,0 y 2,50 m (5m?). En ambos casos la densidad de las aves
fue mantenida en 8 hembras/m?. Las paredes de los recintos estaban construidas a base
de tubos de PVC y malla pldstica y adicionalmente se colocé un plastico negro de 1m de
altura que cubria la malla que dividia los recintos a los efectos de evitar el contacto visual
entre individuos de las diferentes replicas y/o tratamientos. El suelo estaba cubierto con
cama de viruta desinfectada (a razén de aprox. 3kg/m?). Los animales tuvieron acceso ad
libitum a agua y alimento comercial de acuerdo con la fase de crecimiento en que se
encontraron y siguiendo lineamientos generales establecidos en los protocolos estandar
de cria presentados en el manual de la empresa proveedora (Hy-Line, 2014). El espacio en
comedero fue de 4 cm? de comedero circular por individuo. De acuerdo con la legislacion
espafiola también se dispuso de por lo menos 1 bebedero para cada 7 aves y area
destinada a nido

Como ya se mencionara, los experimentos en gallinas se desarrollaron en el marco
general del proyecto que evaluaba los efectos conjuntos de la apariencia fenotipica y el
tamafio de grupo sobre diversas variables de desempefio productivo y
comportamentales. A continuacion se explican algunos términos y/o procedimientos que
ayudaran luego a comprender mejor la experiencia realizada.

e Apariencia Fenotipica. Al nacimiento las aves eran todas de coloracién
homogénea marrdn y aparentemente indistinguibles entre ellas (fenotipo original). Luego
de llegadas a la granja, el fenotipo de algunas aves fue modificado mediante el desarrollo
de una coloracién conspicua negra (marca) en la parte posterior de la cabeza. De este

modo quedaron aves con fenotipo “no marcado” y otras con fenotipo “marcado”. La
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marca se realizé mediante el tefiido de las plumas con tintura de cabello no tdxica
(Dennis et al., 2008). Se usé la misma tintura para todos los animales marcados y una
plantilla con el fin de que todas las marcas fueran iguales. Mediante el marcado de los
animales se conformaron grupos sociales de composicion fenotipica diferentes:

Grupos homogéneos. Todos los individuos que conformaban el grupo tenian el
mismo fenotipo: grupos con el 100% de los individuos “marcados” y grupos con el 100%
de los individuos “no marcados”.

Grupos heterogéneos. Donde el porcentaje de integrantes del grupo que

presentaban marcas era el 25%, 50% y 75%.

e Tamaio de grupo. Se formaron grupos de aves de 2 tamafios diferentes: 10 y

40 gallinas.

Se estudiaron 3 réplicas de grupos sociales que combinaban los tamaios de grupo
(10 y 40) y las diversas apariencias fenotipicas (0, 25, 50, 75 o 100% marcados). De esta
manera se estudiaron en conjunto un total de 30 grupos (750 animales en estudio). Las
aves fueron asignadas al azar a cada uno de los 30 recintos el dia de la llegada a la granja
y permanecieron en los mismos recintos hasta el fin de la experiencia.

Cabe destacar que para la realizacion de los estudios de FINE se estudiaron 6

animales pertenecientes a los grupos homogéneos totalizando 72 animales.

4.2 Definicion de la manera de aproximacién al estudio de

FINEs en aves.

Para poder cumplir con cualquiera de los objetivos mencionados fue primero
necesario determinar el modo en el que evaluaria la existencia y posteriormente se
caracterizaria el FINE en las aves. Como ya se mencionara en la introduccidn del presente
trabajo, estos fenotipos se encuentran ya estudiados en mamiferos. Intentando mantener
una visién amplia y, a la vez, teniendo en cuenta que los informados en la presente Tesis
son los primeros trabajos orientados a develar aspectos concernientes a FINEs, se

seleccionaron diferentes variables representativas de la interaccion INE. A continuacién
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se describiran los parametros empleados para la determinacion de FINEs y la informacidn

brindada por cada uno de ellos:

Hormonales.

e Cuantificacion de CORT plasmatica: empleando métodos de radio-
inmunoensayo empleados en aves (Dehnhard et al., 2003; Leche et al., 2009) se brindara
informacién sobre el eje integrador por excelencia en la INE: el HPA. Analizada en

nanogramos de hormona por ml de plasma (ng/ml).

Efectores de la INE.

e Recuento leucocitario en extendido de sangre: con una gota de sangre se
realiza un extendido que es tefiido y analizado al microscopio Optico para conocer
proporciones de cada poblacién celular (Fair et al., 1999; Nazar and Marin, 2011). Para el
procesamiento de esta variable se realizé un cociente entre células de la inmunidad
innata y células de la inmunidad adquirida y de esta manera se resumio la informacién de
5 variables en un Unico valor.

o Titulacion de anticuerpos especificos contra glébulos rojos de oveja (Ac GRO):
una semana antes de tomar las muestras de sangre, los animales son inyectados
intraperitonealmente con una suspensién de GRO en buffer fosfato salino (PBS) y el dia
de la extraccion de sangre se cuantifica en suero la respuesta humoral especifica (Nazar
and Marin, 2011; Sever, 1962; Smits and Baos, 2005). Analizada con el Log2 del titulo de
Ac.

e Analisis de linfoproliferacion celular: analisis con fitohemaglutinia-P (PHA-P),
se practica una inyecciéon de PHA-P en la membrana alar y a las 24 horas se mide el
didmetro de la induracién inducida (Nazar and Marin, 2011; Nazar et al., 2012; Salaberria
et al., 2013). Analizada como porcentaje (%) de cambio.

e Citometria de flujo: recuento de células de sangre periférica utilizando el
colorante lipofilico fluorescente dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6; Molecular

Probes, (Uchiyama et al., 2005)).
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Mediadores de la INE.

e Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real para citoquinas
pro- y anti-inflamatorias: utilizado para cuantificar la produccién de ARNm de una
citoquina representativa de cada perfil, en células mononucleadas de sangre periférica.
Esta técnica fue empleada para determinacién de niveles de mediadores en aves de la
especie Coturnix coturnix (Uno et al.,, 2012). Relativizada a expresion de un control
interno: B-Actina.

e Ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzimas (ELISA): para cuantificacion de
citoquinas pro y anti-inflamatorias en plasma de aves de la especie Gallus gallus.
Analizada como picogramos de mediador por ml de plasma (pg/ml). La eleccion de esta
metodologia para la especie en cuestion responde a motivos de disponibilidad de
reactivos. Los desarrollos tecnolégicos y de investigacion adn no han puesto en
disponibilidad los kit ELISA para citoquinas en codornices.

Mediante el andlisis conjunto de estos pardmetros se buscé alcanzar una visién
general del FINE de los animales, y ésta manera aproximarse al concepto ya establecido
para mamiferos. Cabe destacar que los pardmetros propuestos en su mayoria
corresponden a pruebas desarrolladas de modo rutinario en mamiferos, por lo que para
poder cumplir cualquiera de los objetivos propuestos previamente fue necesaria la puesta

a punto de estas técnicas en los modelos animales que son objeto de la presente tesis.

4.3 Manipulacion del animal para determinacion de su FINE.

De modo independiente al numero de animales con el que se haya trabajado a lo
largo de los diferentes experimentos incluidos en la presente tesis, la metodologia para
conocer el FINE de cada ave fue siempre la misma, por lo que se la describird a
continuacion.

La manipulacién de los animales consistié en 3 dias no consecutivos de manejo. El
dia 1 se induce la produccién de Ac contra GRO mediante la inyeccién intraperitoneal a
cada animal de 0,5 ml de una suspensién de GRO al 10 %. El mismo dia se inyecta de
forma intradérmica en la zona periférica a la vena braquial 0,05 ml de una solucion de 1
mg/ml PHA-P para inducir linfoproliferacion in vivo. El dia 2 (24 hs. después de la

inyeccion de PHA-P) se realiza un andlisis de la linfoproliferacion in vivo inducida por la
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inyeccion de la lectina. El dia 3 tiene lugar 7 dias después del dia 1 y es cuando se realiza
la extraccién de sangre por puncién de la vena braquial para desarrollar las pruebas
restantes en el siguiente orden: extendidos de sangre, citometria de flujo, aislamiento de
glébulos blancos para posterior aislamiento de ARN, transcripcion reversa y PCR; v,
finalmente, centrifugacion para obtencién de suero y separacién del mismo para
titulacion y cuantificacion de CORT. Cuando el modelo animal empleado fue el de aves de
la especie Gallus gallus, las cuantificaciones de mediadores pro y anti-inflamatorios se
realizaron mediante ELISAs en lugar de emplear metodologias de manipulacién de acidos

nucleicos.

4.4 Técnicas empleadas y su puesta a punto.

4.4.1 Cuantificacion de Corticosterona, IFN-y e IL-4 en Gallus gallus.

A partir de plasma obtenido de la extraccién de sangre de las aves se
determinaron los niveles de CORT, IFN-y e IL-4 mediante el uso de kits comprados con tal
fin y siguiendo los procedimientos detallados por los proveedores.

Para determinar CORT se empled un enzimo-inmunoensayo competitivo (ENZO
Life Sciences). El kit emplea anticuerpos policlonales contra CORT para unir de modo
competitivo la hormona presente en una muestra dada (o estandares) y en el competidor
del kit (fosfatasa alcalina unida a CORT). Luego de una incubaciéon simultdnea de la
muestra con el competidor se lavd y se adiciond el sustrato de la enzima. Luego de
detener la reaccién se leyo la densidad dptica (DO) a 405nm. El valor de DO es entonces
inversamente proporcional la concentracién de CORT en la muestra.

Ambas citoquinas fueron también cuantificadas en plasma mediante un ELISA
sandwich para determinacion de IL-4 e IFN-y en suero, plasma, homogenatos celulares,
sobrenadantes de cultivos y otros fluidos bioldgicos de aves de la especie Gallus gallus
(USCN Life Science Inc.). En este caso se emplearon placas multi-pocillo tapizadas con
anticuerpos monoclonales especificos contra las moléculas de interés, a los cuales se
agregod la muestra o estandares. Mediante la reaccidn de Avidina-HRP con su sustrato se
determind la concentracidon de las muestras por interpolacién en la curva generada a

partir de los estandares.
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4.4.2 RIA para cuantificacién de CORT en Coturnix coturnix.

Para la determinacion de esta hormona en plasma se realizé una extraccion de
esteroides con éter etilico. Luego de la evaporacién del solvente se empled un radio-
inmunoensayo enzimatico desarrollado para galliformes. Se siguieron procedimientos de
rutina en el Instituto de fisiologia, patofisiologia y biofisica de Vienna, Austria (Palme et

al., 2005; Rettenbacher et al., 2004).

4.4.3 Recuento leucocitario en extendido de sangre.

Se colocd una gota de sangre total sobre un portaobjetos y con un extensor se
realizé el frotis. A continuaciéon, todos los extendidos celulares realizados se fijaron y
tifieron con May-Grunwald Giemsa, para luego a partir de su observacién en microscopio
Optico analizar la formula leucocitaria mediante recuento de leucocitos identificando
linfocitos, basdfilos, heterdfilos, eosindfilos y monocitos, recorriendo campos dpticos

hasta lograr contar un niumero total de 100 células por individuo.

4.4.4 Titulacidn de anticuerpos especificos contra gldébulos rojos de
oveja (Ac GRO).

Se les administré a las aves una inyeccidén intraperitoneal de un antigeno
inmundgeno no patogénico (suspensién al 10% GRO en PBS) para estimular la produccién
policlonal de inmunoglobulinas contra el antigeno particulado. A la semana de inyectada
la suspensidn se realizé la extraccion de sangre correspondiente para determinar por

titulacién de manera semi-cuantitativa la respuesta de las aves.

4.4.5 Linfoproliferacién celular.

Se realizé una inyeccidn de 0,075 ml de una solucion de PHA-P al 10% en la zona
periférica a la vena braquial del ala derecha para analizar inmunidad celular. El calibre de
la zona inyectada se midid con micrémetro inmediatamente después a la inyeccion vy
luego a las 24 horas para poder hacer el analisis de hipersensibilidad demorada (Nazar
and Marin, 2011; Stadecker and Lukic, 1977) donde se determina el porcentaje de
inflamacién producido por los mecanismos vasodilatadores y reclutadores de células

implicados en la respuesta al mitédgeno inyectado.
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4.4.6 Citometria de Flujo.

La metodologia de citometria fue empleada en el caso de Coturnix coturnix como
animal modelo. Para realizar citometria de flujo en sangre de animales no mamiferos es
necesario diferenciar eritrocitos de leucocitos, teniendo en cuenta el caracter nucleado
de todas las células circulantes en la sangre.

Siguiendo protocolos desarrollados previamente (Uchiyama et al., 2005) se extrajo
1 ml de sangre a 2 animales de diferente sexo, impidiendo la coagulacién de la misma con
EDTA. 25 mg de 3,3’-Dipentyloxacarbocyanine iodide (DiOC5, Sigma-Aldrich) se diluyeron
en 50 ml de etanol 100% para preparar una solucién madre 500 pug/ml del colorante. Este
colorante catidnico lipofilico se une especificamente a sistemas de endomembranas,
preferentemente a las membranas del reticulo endoplasmico. En este fendmeno se basa
la posibilidad de separar leucocitos de eritrocitos por su contenido de endomembranas y
tamafio celular. Se tomaron 10 pl de sangre total y se colocaron en tubos con diferente
volumen de PBS para lograr diferentes diluciones del colorante. El volumen total de los
tubos siempre fue de 2000 pl. La composicidn de los tubos puede apreciarse en la Tabla

4.1.

Tabla 4.1: Contenido (composicidn y volumen) de los diferentes tubos utilizados en la puesta a punto de

la citometria de flujo de sangre de codornices.

REACTIVO TUBO 1 TUBO 2 TUBO 3
Sangre total 0ul 0ul 0ul
Colorante (DiOC5) 50 ul 40 ul 30 ul

Buffer 1940 ul 1950 ul 1960 ul

Total 2000 ul 2000 ul 2000 ul

Cada tubo se realizé por duplicado por animal, mas un tubo blanco por cada
animal conteniendo sangre (10 ul) y PBS (1990 pl) unicamente. De este modo, se
realizaron un total de 14 tubos. El colorante se colocé en una dilucién 1/10 de la solucidn
madre. Todos los tubos fueron incubados a temperatura ambiente durante 10 minutos y
luego se analizaron. Se observé que la concentracién del colorante era muy elevada. Con

el fin de encontrar una concentracién mas apropiada de DiOCS5, se realizaron 4 tubos mas
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(2 por animal) agregando el colorante en una dilucién 1:100 y 1:1000 de la solucion
madre.

Nuevamente los tubos se incubaron y se analizaron en 2 instancias, variando
Unicamente el numero de eventos adquiridos. En una primera instancia se adquirieron
50000 eventos y luego se adquirieron 100000 eventos, completando de esta manera 8
pruebas mas. Vale aclarar que los resultados de los graficos obtenidos durante la puesta a
punto de la citometria fueron comparados con datos obtenidos a partir de extendidos de
sangre realizados con las mismas muestras. Se determind como confiable una diferencia
menor a un 10 % en los valores de ambas técnicas expresados en porcentajes.

La utilizacidn de esta técnica permitié diferenciar porcentualmente las poblaciones
celulares de glébulos blancos en las aves de este estudio. Luego de la puesta a punto y al
momento de analizar los gréaficos se utilizé el siguiente cociente: (%Linfocitos
+%Monocitos)/(%Granulocitos). Este cociente representa la frecuencia de la distribuciéon
leucocitaria (FDL). Esto permite resumir los datos del andlisis de citometria en un solo
valor representativo de todo el estudio para no agregar al modelo 4 variables.

En la Figura 4.1 se puede apreciar un grafico de puntos representativo del estudio
de citometria de flujo. En el gréfico se han sefalado las poblaciones mencionadas
previamente, las cuales fueron delimitadas mediante la utilizacién de diferentes modos

de visualizacién en el programa Flow-Jo.
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Figura 4.1: Grdfico de puntos (“Dot plot”) obtenido a partir de la realizacién de una citometria de flujo en
codornices. En el grdfico se indican las subpoblaciones leucocitarias detectadas con la técnica en base a lo

desarrollado por (Uchiyama et al., 2005).

4.4.7 Analisis de material genético.

Para realizar andlisis de mediadores moleculares se optd por la técnica PCR. Para
realizar esta técnica es necesario partir de ADN como reactivo principal en la reaccidn.
Esto es independiente del tipo de PCR que se vaya a realizar: convencional o en tiempo
real. Lo primero a realizar fue la puesta a punto de la obtencién del material genético.
Esto se realizé mediante el aislamiento de poblaciones especificas de glébulos blancos, la
posterior extraccion de ARN citoplasmico y la transcripcion reversa del mismo para

obtener ADN.

4.4.7.1 Aislamiento de Globulos Blancos.

El aislamiento de células mononucleares, monocitos vy linfocitos mas
especificamente, se desarrollé de acuerdo a protocolos ya establecidos (Shini and Kaiser,
2009) mediante un gradiente de centrifugacion en Histopaque 1077. Una alicuota de 0,5
ml de sangre total se diluyd con el mismo volumen de PBS, se colocaron lentamente en 1
ml de Histopaque 1077 y se centrifugd durante 30 minutos a 1200g. Finalizada la
centrifugacidn se tomaron las células de la interfaz visible en el tubo, se colocaron en un

tubo universal y se suspendieron en 10 ml de PBS. Esta misma muestra de células re-
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suspendidas se centrifugd nuevamente a 1200g durante 10 minutos a 42C. Las células se
contaron en camara de Neubauer y se ajustaron a una concentracion de 10 x 10 células

por ml. Se agregd 1 ml de Trizol por muestra para inducir lisis de las membranas celulares.

4.4.7.2 Extraccion de RNA.

A partir del material celular tratado con Trizol, se procedié a una centrifugacion a
12000 g durante 10 minutos y el sobrenadante se colocé en un tubo “eppendorf” nuevo.
De esta manera en esta primera centrifugacién se eliminan en el precipitado mucus,
grasas, membranas y polisacaridos.

A continuacidn se agregaron 200 pl de cloroformo por ml de Trizol. Se taparon los
tubos “eppendorf” y se los agité a mano durante 15 segundos. Se dejaron reposar los
tubos a temperatura ambiente durante 3 minutos y luego nuevamente se centrifugaron
durante 10 minutos a 12000 g. De esta manera luego del centrifugado se observan en el
tubo 3 capas. La primera capa (donde se ubica el ARN) se trasvasd a tubos nuevos
agregando ahora 500 ul de alcohol isopropilico por ml de Trizol utilizado. Se incubé a
temperatura ambiente por 10 minutos y luego se centrifugo nuevamente por 10 minutos
a 12000 g.

El sobrenadante se extrajo y se descarto, luego se agregd 1 ml de etanol 75% frio
por ml de Trizol, se mezclé con vortex y se centrifugd a 7500 g por 5 minutos. Por ultimo
se quitd el sobrenadante y se dejé secar al aire por 5 a 10 minutos. Se agregaron 50 ul de

agua libre de ribonucleasas y se colocé en bafio a 55-602C por 10 minutos.

4.4.7.3 Transcripcién Reversa (RT).

Aproximadamente 1 ug de ARN total se transcribié en un volumen de reaccién
final igual a 20 pl, donde estaban contenidos los siguientes componentes: 7X DNA
wipeout buffer, 5X buffer de transcripcidn reversa, transcriptasa reversa, agua libre de
ribonucleasas en volumen necesario para completar los 20 pl de volumen final. El
material genético obtenido se almacend a -802C hasta su uso en la reaccion en cadena de

la polimerasa.

46



4.4.7.4 Amplificacion de material genético.

4.4.7.4.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (convencional).

Para poder amplificar el ADN obtenido luego de la transcripcién reversa fue
necesario disefar cebadores para las secuencias de interés. En la literatura se
encontraron solamente las secuencias para la amplificacién de la citoquinas
antiinflamatorias: IL-13 e IL-4 (Degen et al., 2005). Las secuencias para la amplificacion de
las 2 citoquinas pro-inflamatorias y del control utilizado (IFN-y, IL-1B y B-actina
respectivamente) fueron disefiadas utilizando programas de acceso libre en Internet.

e que la temperatura de “melting” se encuentre alrededor de los 602C (+ 22C), no
diferencidndose la temperatura del par de cebadores en mas de 1 °C.

e que el par de cebadores no forme hetero-dimeros (que el AG2 de formacién de
los hetero-dimeros sea lo mas cercano a 0 posible, buscando de esta forma evitar la
espontaneidad del proceso).

e que el AG? de formacidn de los homo-dimeros sea lo mas cercano a 0 posible.

e que el segmento a amplificar tenga una extensién aproximada de 130pb.

Una vez definidas las diferentes secuencias de cebadores a utilizar y luego de
encargar su sintesis (Sigma-Aldrich) se prosiguié con la puesta a punto de las PRCs de
modo de establecer los diferentes pardmetros en la reaccién. Para la puesta a punto de
cualquier PCR se deben establecer 3 factores:

1. en una primera etapa es necesario determinar la cantidad adecuada de
cebadores correspondientes a la secuencia a utilizar, la cantidad del ion Mg™" vy la cantidad
de producto de la reaccién de transcripcion reversa.

2. en segunda instancia se debe determinar la temperatura 6ptima de “annealing”
de la reaccion.

3. por ultimo se debe establecer el nimero 6ptimo de ciclos de amplificacion a

realizar antes de detener la reaccion.

A continuacién se describe lo previamente detallado para cada secuencia a
amplificar en la presente tesis, si bien sélo se describird a modo de ejemplo la
determinaciéon de parametros en B-actina. Vale aclarar que en todos los casos se siguid la
misma metodologia: se determinaron las condiciones de reaccion, se prepararon las

muestras, se colocaron en termociclador, se corrieron las muestras una vez finalizadas las
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PCRs en geles de agarosa al 2%, se fotografiaron los geles en trans-iluminador UV y se
tomaron las decisiones respecto de como proseguir en la puesta a punto, basados en

criterios acordes a cada situacion:

B-actina.
Para determinar las cantidades de cebadores, Mg y producto de RT se
prepararon “eppendorfs” con diferentes concentraciones de cada reactivo siguiendo la

Tabla 4.2.

Tabla 4.2: Contenido (composicion y volumen) de los diferentes tubos utilizados en la puesta a punto de

PCR convencional de B-actina.

TUBO 1 TUBO 2 TUBO 3 TUBO 4 TUBO 5 TUBO 6 TUBO 7 TUBO 8

RT 1 1 1 1 0,5 0,5 0,5 0,5
Mg* 0,75 0,75 1 1 0,75 0,75 1 1
Cebadores
1 2,5 1 2,5 1 2,5 1 2,5
S+AS

RT: producto de reaccién de transcripcién reversa. Mg"": i6n magnesio. S + AS: sentido + antisentido.

Al preparar las mezclas de reaccidén, las cantidades de dNTPs, buffer y enzima Taq
son las mismas para todas las condiciones descriptas en la tabla (0,5, 2,5 y 0,13 ul
respectivamente). El volumen total de la reaccién es de 25 pl, por lo que se calculd y se
agrego el volumen necesario de agua para PCR libre de ribonucleasas. Se programé el

termociclador para realizar el siguiente esquema de tiempos y temperaturas:

12: 5 minutos a 952C.
292: 40 ciclos de 3 minutos (1 minuto a 952C, 1 minuto a 50 @Cy 1 minuto a 729C).
32: 5 minutos a 722C.

Luego de finalizada la secuencia programada se prepard un gel de agarosa al 2%
con el marcador sybr green para correr las muestras por electroforesis. Se efectuaron 12
canales de siembra en el gel y en cada uno se sembraron 15 pl de muestra, uno para
sembrar 4 ul de marcador de peso molecular. Previo a la siembra, a cada muestra se le
agregd 5 ul de loading buffer 6X. Cuando la corrida finalizd se tomaron fotos del gel en un

transiluminador UV con cdmara digital. En base a la intensidad de las bandas observadas
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se determind que la combinacion éptima para continuar con la puesta a punto fue la del
tubo 7.

Luego, se procedié a determinar la temperatura dptima de “annealing”. Se
prepararon 16 tubos “eppendorfs” con la mezcla de reaccién lograda en el punto
anterior. La secuencia de tiempos y de temperaturas fue la misma utilizada
anteriormente, pero se utilizé la funcion del termociclador para generar un gradiente de
temperatura en la etapa de “annealing”. La temperatura de cada tubo se lee en la Tabla

4.3.

Tabla 4.3: Temperatura correspondiente a cada uno de los tubos utilizados en la puesta a punto de la

temperatura de “annealing” de la PCR convencional de B-Actina.

TUBO TEMPERATURA TUBO TEMPERATURA

1 50 9 60

2 52,1 10 60,6
3 53,9 11 61,4
4 56 12 62,3
5 57,3 13 63,6
6 584 14 64,3
7 59,4 15 65,6
8 60 16 66

La determinacion de la temperatura se realizé en 2 etapas, una con los tubos 1-8 y
la siguiente con los tubos 9-16. A partir de este estudio se determind que la temperatura
Optima a utilizar es de 609C. El paso a seguir fue establecer el niumero de ciclos de
amplificacién a realizar. Para esto se llevd a cabo una PCR con las condiciones ya
mencionadas en los pasos previos. Esta vez la reaccién fue detenida 8 veces a diferente
numero de ciclos de amplificacién. Para esto se detuvo el termociclador a los 20, 24, 28,
32, 36, 40, 44 y 48 ciclos de amplificacion. Para detener la reaccidon de amplificacién un
“eppendorf” se colocé en hielo cada vez que se abrid el termociclador y cuando se saco el
ultimo se realizé la corrida de la electroforesis en gel, determinando esta vez que 24

ciclos eran suficientes para lograr la mejor intensidad de banda en el transiluminador.
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De este modo al finalizar la puesta a punto de la PCR para B-actina, los parametros
establecidos fueron: 1 ul de cebadores, 1 pl de Mg™ y producto de 0,5 pl RT; 602C como
temperatura de “annealing” y 24 ciclos de amplificacion.

Como ya se mencionara previamente, el procedimiento de determinacién de los
parametros para cada una de las PCR a realizar se desarrollé del mismo modo. En Tabla
4.4 se resumen los pardmetros obtenidos como éptimos para la amplificacion de todos

los genes en estudio.

Tabla 4.4: Parametros obtenidos como 6ptimos para la amplificacion de los genes de Coturnix coturnix en

estudio mediante PCR convencional.

GEN DE CEBADORES (S + - PRODUCTO DE TEMPERATURA DE NUMERO DE
INTERES AS) Ve RT “ANNEALING” CICLOS
B-Actina ul ul 0,5 ul 60 24
IFN-y ul ul ul 55 40
IL-1B ul Iul ul 55 45
IL-13 1ul 1ul 1ul 65 45
IL-4 ul Iul ul 55 45

4.4.7.4.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (tiempo real).

Durante el desarrollo de las puestas a punto y el avance de las investigaciones en
amplificacién de materiales genéticos se arribd en la comunidad cientifica al consenso de
gue la PCR convencional no es un método adecuado para la cuantificacion de material
genético sino que mas bien es una técnica adecuada para la determinacién de “presencia
o ausencia” de una determinada molécula en una muestra dada. Al ser necesario poder
cuantificar los niveles de mediadores pro y anti-inflamatorios es que se decidid
implementar la metodologia de PCR en tiempo real para cuantificar mediadores INE en
codornices. Se logrd poner a punto la cuantificacién de estos mediadores en base al
primer estudio sobre cuantificacién de interferones e interleucina en aves del género
Coturnix (Uno et al., 2012). Para desarrollar las reacciones de PCR en tiempo real se partid
del mismo material genético que para realizar PCR convencional. Para este trabajo se
utilizaron las secuencias correspondientes a los cebadores de los siguientes genes: IFN-y,
IL-1B, IL-13 e IL-4 (Invitrogen). Las secuencias especificas y los datos referidos a los

mismos pueden observarse en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5: Secuencia y numero de acceso de los genes de mediadores INE en aves de la especie Coturnix

coturnix, amplificados a través de la técnica de PCR en tiempo real.

GEN A
SECUENCIA DEL CEBADOR (5'-3') NUMERO DE ACCESO
AMPLIFICAR

S: CAACCTTAATGATGGCACGA
IFN-y AJ001678
AS: CTTTGCGGTGGATTCTCA

S: CTTCCTCCAGCCAGAAAGT
IL-1B AB559570
AS: CAGCTTGTAGCCCTTGAT

S: GAGAGCATCCGGATAGTGAAG
IL-4 AB559571
AS: TTCGCATAAGAGCTGGGTTC

S: CTGCAAGAAGGACTATGAGCCC
IL-13 AB5595764
AS: CAGTGCCGGCAAGAAGTT

S: CTGGCACCTAGCACAATGAA
B-Actina AF199488
AS: CTGCTTGCTGATCCACATCT

S: cebador sentido, AS: cebador anti-sentido, C: citosina, T: timina, G:guanina, A:adenina.

Una mezcla base de reaccién de PCR en tiempo real con sybr green como reactivo
se compone de los siguientes elementos: material genético producto de transcripcién
reversa, cebadores de la secuencia sentido y la secuencia anti-sentido, mezcla de reaccién
comercial (donde se encuentra buffer, enzima polimerasa, iones) y agua libre de ribo y
desoxirbonucleasas. El volumen suele variar entre 10 y 20 ul finales por pocillo de
reaccidon. Lo primero que se realizé fue una réplica de reacciones en las condiciones
descriptas en la puesta a punto de la técnica. Como no se obtuvieron buenos resultados
en los graficos de amplificacion se prosiguid a poner a punto las siguientes variables:

e Concentracidn de cebadores.

e Concentracién de mezcla de reaccion.

e Volumen final de reaccién.

e Temperatura de “annealing”.
Las combinaciones de condiciones desarrolladas se pueden observar en la Tabla
4.6 y fueron realizadas todas para cada una de las 5 moléculas a amplificar (los 4

mediadores y la B-actina como control interno).
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Tabla 4.6: Combinaciones de variables empleadas en la puesta a punto de la reaccion en cadena de la

polimerasa en tiempo real para material genético de aves de la especie Coturnix coturnix.

) PRODUCTO  CEBADORES (S VOL.
CONDICION MEZCLA AGUA T2 DE “ANNEALING”
RT + AS) FINAL
1 0,5 1+1 5 12,5 20
2 0,5 1+1 10 7,5 20
3 0,5 1+1 15 2,5 20
4 1 1+1 5 12 20
5 1 1+1 10 7 20
En todos los casos se
6 1 1+1 15 2 20
empled la
7 1,5 1+1 5 11,5 20
temperatura
8 1,5 1+1 10 6,5 20
informada en (Uno et
9 1,5 1+1 15 1,5 20
al.,, 2012)ysela
10 0,5 1+1 5 5 20 )
comparo con 60°C.
11 05 1+1 10 1,5 20
12 1 1+1 15 4,5 20
13 1 1+1 5 2 20
14 1,5 1+1 10 4 20
15 1,5 1+1 15 1,5 20

S: cebador sentido, AS: cebador anti-sentido, RT: transcripcion reversa, MEZCLA: mezcla conteniendo

enzima polimerasa, cofactores y nucledtidos di-fosfatados.

La condicidn que resultd ser la éptima para la amplificacién de los genes fue la

numero 4, por ende fue la empleada en los experimentos relacionados.

4.5 Protocolos de estrés cronico.

Para poder cumplir los objetivos relacionados a efectos del estrés de tipo crénico
sobre la distribucién poblacional de FINEs en los modelos animales empleados se usaron

diferentes protocolos en cada caso.

4.5.1 Coturnix coturnix.

En este modelo animal se empled un estrés crénico, variado e impredecible (CVI).

Para definir el protocolo de estrés crénico variado a emplear se analizaron diferentes
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publicaciones que describiesen protocolos como el buscado (Calandreau et al., 2011;
Guibert et al.,, 2011; D Hazard et al., 2008; Laurence et al., 2012; McFadden et al., 2011;
Nazar and Marin, 2011; Richard et al., 2008). De cada una de las publicaciones se eligieron
diferentes pruebas con el criterio de que el efecto como estresor de las mismas se
encuentre confirmado de manera fisiolégica o comportamental (como aumentos en los
niveles de CORT plasmaticos, o bien por el desarrollo de comportamientos caracteristicos
de animales en condiciones de estrés). En la Tabla 4.7 se muestran los estresores

empleados y la definicién de los mismos.

Tabla 4.7: Nombre y descripcion de cada estresor empleado en el disefio de un protocolo de estrés CVI
desarrollado en aves de la especie Coturnix coturnix para conocer el efecto del mismo sobre la

distribucidn poblacional de los FINEs.

NOMBRE DEL ESTRESOR DESCRIPCION DEL ESTRESOR.

Introduccion de un objeto extrafio en la jaula durante 30
Objeto novel.
minutos.

Rociado de las aves en sus jaulas de cria con agua fria 3 veces
Rociado de aves con agua.
en 10 minutos.

Colocacion de los animales en grupos de 20 en canastos de

pldstico y transporte de los mismos durante 15 minutos. Este
Transporte.

estresor combina los efectos del transporte con los del

ambiente nuevo para los animales.

Introduccion de la mano del experimentador en jaula durante
Introduccién de mano en jaula.
30 segundos (3 veces en 3 minutos).

Manipulacion del ave durante 30 segundos 2 veces en 2
Manipulacién del ave.
minutos.

Deprivacion total de alimento durante 3 hs. por quite de
Deprivacion de alimento A.
comederos.

Deprivacion total de alimento durante 3 hs. por vaciado de los
Deprivacion de alimento B.
comederos.

Pesado. Pesado de los animales introduciéndolos en una caja de carton.

Los animales de la jaula inmediata inferior eran cambiados a la
Duplicacién de animales en recinto.
jaula superior por un periodo de 1 hora.

Inmovilizacion mecdnica parcial durante 15 minutos en
Inmovilizacién mecanica parcial. dispositivo grupal. Se combinan los efectos de la inmovilizacion

con el ambiente nuevo.
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Agitado de baterias donde se alojan.

La bateria completa donde las aves estaban alojadas se

sacudioé durante 15 segundos 3 veces en un minuto.

Ambiente novel.

Alojamiento por 40 minutos en un ambiente nuevo. Este
estresor combina los efectos del ambiente nuevo y desconocido

con el de la deprivacion de agua y alimento.

Oscuridad.

Apagado de las luces del bioterio durante 4 horas, 1 hora

después del comienzo de la fase de luz.

A partir del comienzo del protocolo de estrés los estresores fueron desarrollados

con el siguiente criterio: 2 estresores diferentes por dia, en 2 franjas horarias distintas

(antes de 12:00 y después de 12:00), todos los dias en diferentes horario. De esta manera

se buscé darle el caracter impredecible al protocolo para finalmente asegurar que se

estaba trabajando con un protocolo de estrés CVI. A continuacion (Tabla 4.8) se detallan

los estresores empleados y los dias correspondientes.

Tabla 4.8: Descripcion del protocolo de estrés CVI desarrollado en aves de la especie Coturnix coturnix

para conocer el efecto del mismo sobre la distribucion poblacional de los FINEs.

DIA FRANJA HORARIA ESTRESOR

1 Manfana Inmovilizacién mecdanica parcial.
Tarde Rociado de aves con agua.

2 Mafana Transporte.
Tarde Introduccion de mano en jaula.

3 Manfana Manipulacion del ave.
Tarde Deprivacion de alimento A.

4 Mafiana Ambiente novel.
Tarde Pesado.

5 Mafiana Duplicacién de animales en recinto.
Tarde Inmovilizacién mecdnica parcial.

6 Mafana Sacudida de la bateria de alojamiento.
Tarde Deprivacion de alimento B.

7 Mafana Oscuridad.
Tarde Objeto novel.

8 Mafiana Rociado de aves con agua.
Tarde Transporte.

9 Mafiana Introduccion de mano en jaula.
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Tarde Manipulacion del ave.

10 Manfana Deprivacion de alimento A.
Tarde Ambiente novel.

11 Mafana Duplicacién de animales en recinto.
Tarde Inmovilizacion mecadnica parcial.

El analisis de las variables intervinientes en la determinacion de los FINEs en aves

de esta especie fue realizado tres dias después de finalizado el protocolo de estrés.

4.5.2 Gallus gallus.

En este modelo animal se empled un protocolo de estrés crénico social por
alteracion fenotipica. Ha sido demostrado que cambios en el fenotipo de las aves dentro
de un grupo induce alteraciones comportamentales que incluyen aparicion de agresiones
(Dennis et al., 2008; Marin et al., 2014; McAdie and Keeling, 2000). Las alteraciones
fenotipicas se realizaron mediante el siguiente procedimiento: en las poblaciones
definidas como fenotipicamente homogéneas, es decir aquellas dénde todos los
individuos presentaban el mismo fenotipo se modificé progresivamente la proporcion de
individuos “marcados” o “no marcados” del grupo. En los grupos con 0% de gallinas
marcadas, cada 3 semanas se tifieron progresivamente el 25, 50 y 75 % de los individuos.
En los grupos 100% marcados también cada 3 semanas se desmarcd progresivamente el
25, 50 y 75% de los individuos. El desmarcado de los individuos se realizd mediante el
destefiido de las plumas pintadas. Luego del marcado o desmarcado del 75% de los
individuos de cada recinto, el protocolo de alteraciones fenotipicas se dio por finalizado y
exactamente una semana después se procedié a determinar el FINE de cada animal. De
esta manera los individuos fueron periddicamente expuestos a cambios en la
conformacion fenotipica de sus grupos con el consecuente disturbio social que ello

originaba.
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4.6 Analisis estadisticos.

Alo largo del desarrollo de la presente tesis se emplearon diferentes herramientas
estadisticas cada una con fines particulares.

e Estadistica descriptiva: analisis de medias, valores maximos y minimos, desvio y
error estandar, recorrido. Analisis de normalidad y homogeneidad de varianza.

e Andlisis de componentes principales (ACP) para realizar una exploracion de la
variabilidad total de un determinado grupo de datos provenientes del andlisis de
diferentes variables en los animales en estudio. Esta técnica explora la variabilidad total
de los datos en un hiperespacio definido por la cantidad total de variables en el andlisis,
las cuales se denominan variables clasificatorias.

e Andlisis discriminante (AD) para hacer un andlisis de las relaciones entre las
variables analizadas en un grupo de animales categorizados a priori e intentar lograr de
modo tedrico hacer analisis predictivos.

e Andlisis de proporciones para determinar si la frecuencia de ocurrencia de un
fenédmeno determinado es diferente en 2 situaciones en base a la proporcion de
ocurrencia del mismo en uno y otra circunstancia.

e Andlisis de la varianza (ANOVA) de una o mas vias para evaluar el efecto de uno
o mas factores y de su interaccién sobre determinadas variables de respuesta. La prueba
de Fisher LSD fue empleada para la comparacion de medias individuales a posteriori.

e Andlisis de correlacién paramétrica o no paramétrica (Pearson o Spemann
respectivamente) para poder caracterizar la relacion entre variables cuantitativas
continuas.

En todos los casos que correspondié de acuerdo al andlisis, un valor de P < 0,05 es
considerado representante de diferencias significativas.

Vale aclarar que segun correspondiese en base al caso particular, se realizaron
analisis estadisticos acordes para determinar si diferentes variables actuaban como
variables “de confusién” de los resultados, como la ubicacién de los animales en el

bioterio, el orden o dia de muestreo, la apariencia fenotipica, el tamafio de grupo, etc.
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5. Estudio sobre la interrelacion
entre componentes del sistema INE
en Coturnix coturnix: Potencial
existencia y distribucion poblacional
de fenotipos inmuno-

neuroenddcrinos.
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5.1 Introduccion.

Sélo se hard una pequefia resefia bibliografica luego del amplio recorrido tedrico
desarrollado en la introduccién de la presente tesis. Como se mencionara previamente, el
estudio del sistema inmune en aves ha tenido un gran avance en los ultimos afios
(Adelman and Ardia, 2014; Davison et al., 2011; Juul-Madsen et al., 2014; Olah et al.,
2014; Schultz and Magor, 2014; Toivanen and Toivanen, 1987). Muchos aspectos han sido
profundizados y, por ejemplo, han sido estudiados y caracterizados el perfil Thl y la
respuesta de fase aguda inflamatoria entre otros (Berg, 2000; Koutsos and Klasing, 2001).
Respecto al perfil Th2, hasta el momento se han caracterizado componentes del mismo
como las IL-4 y 10, y se ha documentado la posibilidad de intercambio de perfiles Thl a
Th2 y viceversa (Degen et al.,, 2005). En este capitulo se avanza en el conocimiento
evaluando si en base a la interrelacidon entre componentes del sistema INE en Coturnix

coturnix es posible determinar fenotipos INE y conocer su distribucién poblacional.

5.2 Materiales y métodos.

Los animales empleados en esta experiencia fueron de 2 linajes diferentes
provenientes de 2 regiones geograficas de Argentina. Uno fue generado a partir de
animales de cria del laboratorio de Ciencia Avicola, que se reproducen en el laboratorio
de manera controlada para minimizar la endogamia en los cruzamientos. El otro linaje
provenia de un establecimiento comercial de la provincia de Buenos Aires. En el
laboratorio ambos fueron mantenidos separados para evitar cruzamientos y a su vez sus
individuos estaban alojados al azar en diferentes areas del bioterio para evitar que
minimas diferencias en condiciones ambientales de mantenimiento (gradiente de luz,
corriente de aire, posicionamiento de claves ambientales, etc) pudieran
involuntariamente “confundir” los resultados a obtener. Basados en el criterio de que la
cruza entre los animales se encontraba impedida desde sus origenes y asi continud en
nuestro laboratorio, su probabilidad de identidad por descendencia seria igual a 0 y por lo
tanto los grupos de aves de cada linaje fueron considerados como una poblacion

independiente.
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En 60 animales (30 de cada linea) se realizaron las siguientes pruebas
experimentales siguiendo los procedimientos descriptos previamente (secciones 3.2 y
3.3):

e Linfoproliferacién ante la inyeccién de PHA-P.

e Titulacidon de anticuerpos inducidos contra glébulos rojos de oveja (GRO).

e Cuantificacion de CORT en plasma.

e PCR en tiempo real para citoquinas pro y anti-inflamatorias.

e Citometria de flujo.

Para evitar potenciales variaciones o interferencias inducidas por diferencias en el
desarrollo sexual entre individuos, las variables evaluadas fueron analizadas sélo cuando
los animales alcanzaron los siguientes indicadores de madurez sexual: regularizacion
diaria de postura de huevos en las hembras y, glandula cloacal con un volumen minimo
de 1000 mm?® asi como produccién de espuma en machos. Estas variables son
consideradas cldsicos indicadores no-invasivos de madurez sexual ya que no presentan o
minimizan el disturbio de las aves durante su determinacién (Luna et al., 2012; Marin and

Satterlee, 2004; Nazar and Marin, 2011; Wall and Cockrem, 2010).

5.3 Resultados y Discusion.

En esta seccidn se presentan de forma completa los resultados del capitulo y un
primer adelanto de sus principales implicancias y/o justificaciones. Una discusién mas

profunda se presenta en los capitulos finales integradores.

Una vez obtenidos los datos se procedié a descartar que el origen y la ubicacién de
los animales en el bioterio hayan influido en la respuesta a cada una de las variables
analizadas y actuado como variables de “confusién” de resultados. Para esto se realizd un
ANOVA de 2 vias donde se evaluaron los efectos de los factores Linea (lab vs. no lab),
Bateria (1 vs. 2) y su interaccién. Como se puede observar en la Tabla 5.1, ninguno de los
factores influyée de modo estadisticamente significativo sobre ninguna de las variables

en analisis por lo que a partir de este momento, y a los efectos objetivos de la presente
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tesis, las 2 lineas fueron pueden ser consideradas estadisticamente como una uUnica

poblacion de 60 individuos en lugar de 2 de 30.

Tabla 5.1: Efecto de los factores Linea (lab vs. no lab) y Bateria (1 vs. 2) y su interaccion sobre las
variables: concentracion plasmatica de CORT, linfoproliferacion in vivo ante la inyecciéon de PHA-P, titulo

de anticuerpos contra GRO, y FDL.

Probabilidad
PARAMETRO LINEA BATERIA LINEA X BATERIA
Linfoproliferacién 0,72 0,91 0,93
Ac GRO 0,64 0,24 0,28
CORT 0,11 0,22 0,62
FDL 0,67 0,45 0,7

A continuacién se analizaron los datos para determinar si habia algun tipo de asociacidn
entre las variables mencionadas previamente (linfoproliferacion, Ac GRO, CORT y FDL) y el
orden en que los animales fueron seleccionados para realizar el muestreo (orden de
muestro). El principal objetivo de esta practica fue descartar que las variables analizadas
puedan reflejar una respuesta a la manipulacién implicada en el proceso de toma de
muestras, y para esto se realizaron correlaciones entre la variable “Orden de muestreo” y
cada uno de los parametros. A su vez, se determind si el dia en que se realizé la toma de
muestras influyd en las variables analizadas, por lo que se realizé un ANOVA a 1 factor
con 5 niveles: Dia (1 vs. 2 vs. 3 vs. 4 vs. 5). En los resultados obtenidos se observa que no
hay asociacién entre ninguna de las variables y el orden de muestreo, asi como tampoco
es significativo el efecto del factor Dia (Tabla 5.2) y por lo tanto se prosiguié al analisis
estadistico de los datos con el objetivo de lograr una aproximacion al posible perfil

inmunoneuroenddcrino de los animales.
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Tabla 5.2: Analisis de correlacion de la variable “Orden de muestro” con las variables: concentracion
plasmatica de CORT, linfoproliferacion ante la inyeccion de PHA-P, titulo de anticuerpos contra GRO, y

cociente obtenido a partir de la citometria de flujo. Efecto del factor “Dia” sobre las mismas variables de

respuesta.
CORRELACION DiA
PARAMETRO R R’ Probabilidad  Probabilidad
Linfoproliferacién 0,11 0,14 0,37 0,42
Ac GRO 0,11 0,01 0,39 0,19
CORT 0,07 0,005 0,56 0,44
FDL 0,04 0,002 0,71 0,14

En primer lugar se realiz6 un ACP en base a los datos estandarizados donde se
muestra la distribucién de la totalidad de los animales empleando las siguientes variables
como clasificatorias: Linfoproliferacién, Ac GRO, CORT y FDL. Esta técnica explora un
hiperespacio definido por la cantidad total de variables en el analisis. Como no es posible
la realizacidon de una representacién clara de este espacio de dimensién 4, se utiliza un
grafico de bi-plot donde se muestran como componentes principales los ejes sintéticos
gue mayor porcentaje de variabilidad total explican. El gréfico resultante del andlisis

estadistico se muestra en la Figura 5.1.
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Figura 5.1: Grdfico de andlisis de componentes principales empleando como variables clasificatorias a: la
concentracion plasmdtica de CORT, la linfoproliferacion ante la inyeccion de PHA-P, el titulo de anticuerpos
contra GRO, y el cociente obtenido a partir de la citometria de flujo. En negro, blanco y gris se representan

respectivamente los animales que corresponderian al perfil A, B e intermedio (ver detalles de clasificacién en
perfiles mds abajo en pdgina siguiente). Numero total de animales en andlisis: 60. Numero de animales por

grupo: A: 10 (15%), B: 10 (15%), intermedio: 40 (70%).

Del andlisis de los resultados estadisticos y la grafica se observa que el CP1 explica
el 42,2% de la variabilidad total presente en los datos, seguido por el CP2 que explica el
23,4%. Haciendo un analisis de autovectores se devela que la variable con mayor
asociacion al CP1 fue CORT, teniendo un autovector de 0,62. Por otro lado, los resultados
en el grafico de puntos que genera el ACP muestran algln tipo de correlacidn entre las
variables explicatorias empleadas, por lo que se prosigue a hacer una correlacién de
Pearson para continuar la caracterizacion de la relacién entre las variables. Los resultados

obtenidos se resumen en la Tabla 5.3.
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Tabla 5.3: Coeficiente de correlacion de Pearson entre las variables CORT, Linfoproliferacion, Ac GRO y

FDL.
CORT LINFOPROLIFERACION AC GRO
LINFOPROLIFERACION -0,35**
AC GRO -0,31* 0,21
FDL 0,34* -0,06 -0,09

*P < 0,05; ** P<0,01. Los analisis fueron realizados en base a 60 animales estudiados.

A través del analisis de los resultados resumidos en la Tabla 4.3, se destaca que la Unica
variable que correlaciona de manera significativa con todas las demds es CORT. Por lo
mencionado y sumado a la caracterizacion de la misma como variable mas influyente en
la configuracion del CP1, se utilizé CORT como variable clasificadora para organizar todos
los datos en base a este Unico pardmetro. De este modo, se escogieron los animales
ubicados en los extremos de la distribucidn que se obtuvo, eligiendo un ndmero de aves
equivalente al 15% de cada extremo, coincidiendo con los extremos en el grafico de
puntos del ACP (sabiendo que la expresidon de FINEs en mamiferos sélo se manifiesta
espontdneamente en aproximadamente el 10-15% de una poblacién). A los animales
correspondientes al extremo con mayor respuesta se los denomind arbitrariamente “de
perfil A” y a los animales correspondientes al extremo con menores concentraciones de
CORT se los llamo “de perfil B”. Una vez establecidos de esta manera los 2 potenciales
grupos correspondientes a 2 posibles perfiles extremos, fue necesario determinar si estos
animales se diferenciaban estadisticamente entre si en todas las variables analizadas. Asi
se buscaba delimitar grupos de animales con respuestas comunes en todos los
parametros en estudio. Al mismo tiempo se corrobord nuevamente que la linea de la cual
provenian los animales no fuese el factor subyacente a la diferenciacién extrema de estos
perfiles. Si bien este factor ya habia sido analizado, fue necesario re-analizarlo puesto que
era posible que luego de realizar |la reorganizacién en base al orden creciente de la
variable CORT, los extremos se hubiesen separado coincidiendo ademas con sus lineas de
origen, en cuyo caso la principal variable subyacente a la diferenciacion podria haber sido
el origen de los animales. Para esto se realizaron ANOVAs de dos vias para conocer el

efecto del factor Perfil (A vs. B) y del factor procedencia de la linea (laboratorio vs. Buenos
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Aires) y su interaccion sobre la concentracion plasmatica de CORT, la linfoproliferacion
ante la inyecciéon de PHA-P, el titulo de anticuerpos contra GRO, y el cociente obtenido a

partir de la citometria de flujo. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4: Efecto de los factores Linea (lab vs. no lab) y Perfil (A vs. B) y su interaccion sobre las variables:
concentracion plasmatica de CORT, linfoproliferacidn ante la inyeccidon de PHA-P, titulo de anticuerpos

contra GRO, y cociente obtenido a partir de la citometria de flujo (FDL).

Probabilidad
PARAMETRO PERFIL LINEA PERFIL X LINEA
CORT 0,001 0,584 0,601
Linfoproliferacion 0,036 0,617 0,392
Ac GRO 0,001 0,726 0,626
FDL 0,044 0,855 0,687

Como se puede apreciar, el origen del animal no posee efectos significativos sobre
las variables en estudio. Por otro lado, se observa que los perfiles seleccionados en base
al procedimiento ya descripto se diferencian en todas las variable. De este modo, seria
posible mencionar que en una poblaciéon de 60 animales habria grupos extremos de aves
que difieren bioldgica y estadisticamente en su concentracién plasmatica de CORT, en la
linfoproliferacidon ante una inyeccion de una suspensién PHA-P, en el titulo de anticuerpos
inducidos contra GRO, y en sus valores de gldbulos blancos obtenidos a partir de una
citometria de flujo. Vale destacar (ademas de todas las salvedades consideradas respecto
del origen, ubicacién en el bioterio, orden de muestro de los animales, etc.) que estas
aves no fueron sometidas deliberadamente a ningun tipo de tratamiento o estresor, por
lo que estarian expresando de un modo natural (no inducido) 2 extremos de respuesta en
las variables analizadas. Para caracterizar mas adecuadamente los extremos
mencionados, en la Tabla 5.5 se muestran las medias correspondientes a cada variable

teniendo en cuenta los 2 grupos extremos de respuesta.
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Tabla 5.5: Media (t error estandar) de variables INE determinadas en grupos de individuos con Perfil A o

B.
PERFIL
PARAMETRO A B Probabilidad
CORT 3,22+0,28° 8,61+0,74° 0,001
Linfoproliferacién 30,73 + 5,96° 14,74 + 3,97 0,036
Ac GRO 5,63 +0,36° 2,45 + 0,56 0,001
FDL 2,45 +0,44° 6,26 +1,52° 0,044

CORT: concentracion plasmatica de corticosterona [ng/ml]; Linfoproliferacion: linfoproliferacién ante la
inyeccién de PHA-P [% de cambio]; Ac GRO: titulo de anticuerpos contra glébulos rojos de oveja; FDL:

cociente obtenido a partir de la citometria de flujo. Los valores se expresan como media + error estandar.

Para finalizar la caracterizacion de los 2 grupos extremos de animales,
diferenciados en un principio por el nivel de CORT plasmatica que los mismos poseian, se
prosiguid a determinar los niveles de expresién de los diferentes mediadores pro y anti-
inflamatorios. Asi, se analizé en glébulos blancos mononucleados de sangre periférica la
expresion de ARNm para IFN-y, IL-1B, IL-13 e IL-4. En la Tabla 4.6 se puede apreciar que
los 2 grupos que hasta el momento se diferenciaban en las variables ya analizadas
también manifiestaron diferencias estadisticamente significativas en 3 de los 4
mediadores analizados (IFN-y, IL-1B8 e IL-13). En la Tabla 5.6 se presenta un resumen
completo de todos las variables estudiadas que permiten proponer la existencia de dos

tipos de perfiles (FINE Ay FINE B) en codornices.
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Tabla 5.6: Resumen conjunto de todos los parametros definidos como necesarios para la determinacién
de FINEs en aves de la especie Coturnix coturnix. Las letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas.

VECES DE
PARAMETRO PERFIL A PERFIL B Probabilidad
CAMBIO
CORT 3,22+0,28° 8,61+0,74° 0,001 2,67
Linfoproliferacion 30,73 + 5,96° 14,74 £ 3,97° 0,036 2
Ac GRO 5,63+ 0,36° 2,45 +0,56" 0,001 2,29
FDL 2,45 + 0,44° 6,26 + 1,52 0,044 2,55
IFN-y 33,4+0,71° 0,34 10,14 <0,0001 9,8
IL-1PB 70,43 + 2,65° 4,49 +1,52° < 0,0001 15,6
IL-13 7,92 +0,38° 4527 +2,17° 0,01 57
IL-4 0,46 + 0,03° 0,64 +0,57° 0,79 NS

CORT: concentracion plasmatica de corticosterona [ng/ml]; Linfoproliferacion: linfoproliferacion ante la
inyeccién de PHA-P [% de cambio]; Ac GRO: titulo de anticuerpos contra glébulos rojos de oveja; FDL:
cociente obtenido a partir de la citometria de flujo. IFN-y, IL-1B, IL-13 e IL-4: amplificacién de ARNm de

interferdn v, interleucina 1B, 13 y 14 [relativizada a control interno de -actina]. Veces de cambio:

Perfil/Perfil. Los valores se expresan como media * error estandar.

5.4 Conclusiones parciales.

En base a la informaciéon condensada en la Tabla 5.6 se pueden obtener las
siguientes conclusiones fundamentadas en el analisis conjunto de las variables definidas
como necesarias para la caracterizacidén de FINEs en aves de la especie Coturnix coturnix:
se encontraron dos subgrupos de individuos con altos o bajos niveles basales de CORT
gue mostraron perfiles de mediadores de la INE opuestos, y ergo respuestas efectoras
divergentes, mostrando por primera vez en aves un nexo con el paradigma LEW/F344. Las
aves que en nuestro estudio se corresponderian con el fenotipo similar al de ratas LEW
manifiestan el siguiente conjunto de variables: bajos niveles de CORT, bajos niveles de
FLD y elevados niveles de respuesta de linfoproliferacion in vivo y de anticuerpos
inducidos contra GRO, en conjunto con elevados niveles de los mediadores pro-
inflamatorios: IFN-y e IL-1B, pero bajos niveles de IL-13. Las aves con fenotipo similar a las
ratas de la cepa F344 manifiestan opuestos niveles de CORT y de los demas pardmetros

en estudio.
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6. Estrés cronico, variado e
impredecible como modulador de la
expresion y/o distribucion de
fenotipos inmunoneuroendaocrinos

en Coturnix coturnix.
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6.1 Introduccion.

Como se desprende de los antecedentes mencionados en el capitulo introductorio
de esta Tesis, el estrés como fendmeno fisioldgico podria modular la expresion y/o la
distribucién poblacional de los FINEs en estudio. Para responder este interrogante, se
disend un estudio donde se evallan variables de la interaccidon INE en aves que son
sometidas a un protocolo de estrés de tipo crénico, variado e impredecible (CVI; seccién
4.5) el cual comprende la aplicacién a lo largo de dias consecutivos de un conjunto de
diferentes estresores, aplicado cada uno en diferentes horarios del dia. En este capitulo
se profundiza ademas en las caracteristicas de la potencial modulacién inducida por el
estrés tanto a nivel individual como a nivel poblacional. Es decir que se plantea no solo
conocer si el estrés modula la expresion a nivel poblacional de FINEs sino ademads
caracterizar esta modificacién analizando las subpoblaciones sobre las cuales impactan

los efectos de protocolo empleado como desafio.

6.2 Materiales y métodos.

La cria de las aves en cautiverio se desarrollé del mismo modo en que se ha
descrito para secciones previas donde el modelo animal son codornices (seccién 4.1.1).
Noventa y seis aves fueron criadas desde su eclosidon en cajas destinadas a tal fin, alojadas
en parejas en jaulas al alcanzar la adultez y mantenidas el tiempo que requirié el
experimento con acceso ad libitum a agua y comida, con fotoperiodo controlado vy

temperatura constante.

6.2.1 Esquema experimental.

Las determinaciones del FINE de las aves (descritas previamente en la seccion 1.3)
se realizaron tanto antes (control de situacion basal) como luego de finalizado el
protocolo CVI de estrés (situacion de estudio). Para asegurar que los potenciales cambios
evaluados no se deban al efecto de cambios a corto plazo inducidos por crecimiento y
maduracion normal, se trabajé con animales que se encontraban en la misma etapa de
desarrollo y por lo tanto se esperd a que las aves alcancen la adultez plena (120 dias de

edad).
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6.2.1.1 Protocolo de estrés crénico, variado e impredecible.

En la Tabla 6.1 se muestra el disefio del protocolo de estrés CVI empleado en este

experimento. La descripcidon detallada de cada estresor ya fue presentada en la seccién

4.5.1.

Tabla 6.1: Protocolo de estrés CVI desarrollado en codornices para conocer el efecto del mismo sobre la

distribucién poblacional de los FINEs.

DiA FRANJA HORARIA ESTRESOR

1 Mafana Inmovilizacion mecdnica parcial.
Tarde Rociado de aves con agua.

2 Mafiana Transporte.
Tarde Introduccion de mano en jaula.

3 Manfana Manipulacion del ave.
Tarde Deprivacion de alimento A.

4 Mafana Ambiente novel.
Tarde Pesado.

5 Mafana Duplicacion de animales en recinto.
Tarde Inmovilizacion mecdnica parcial.

6 Mafiana Sacudida de la bateria de alojamiento.
Tarde Deprivacion de alimento B.

7 Mafiana Oscuridad.
Tarde Objeto novel.

8 Manfana Rociado de aves con agua.
Tarde Transporte.

9 Mafana Introduccion de mano en jaula.
Tarde Manipulacion del ave.

10 Mafiana Deprivacion de alimento A.
Tarde Ambiente novel.

11 Mafiana Duplicacién de animales en recinto.
Tarde Inmovilizacion mecadnica parcial.

Siguiendo de manera coherente los procedimientos seguidos en el desarrollo de Ia

presente Tesis, una vez obtenidos los datos de cada una de las variables definidas como

necesarias para determinar la distribucién poblacional de FINEs en Coturnix coturnix, se

procedid a caracterizarlas estadisticamente cada una de las variables y a corroborar que
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no se encuentren factores que puedan actuar como variables de “confusidon” de los
resultados. Se estudiaron en este caso los potenciales efectos de la ubicacion en el

bioterio, el orden y el dia de muestreo.

6.3 Resultadosy discusion.

6.3.1 Determinacion de FINEs previo estrés crénico variado.

La Tabla 6.2. resume los resultados del estudio de los efectos de variables de
“confusién” donde se muestra que no se observan correlaciones entre el orden de
muestreo, la ubicacion de las aves dentro del bioterio, ni efectos del dia de estudio sobre

las variables INE estudiadas.

Tabla 6.2: Analisis de correlacion entre el Orden de muestreo (ORDEN) y Ubicacion en jaula (JAULA) y la
concentracion plasmatica de CORT, la linfoproliferacion ante la inyeccion de PHA-P, los titulo de
anticuerpos contra GRO, y el cociente obtenido a partir de la citometria de flujo. Efecto del Dia de

muestreo sobre las mismas variables de respuesta.

CORRELACION DiA

PARAMETRO ORDEN Probabilidad JAULA Probabilidad Probabilidad
Linfoproliferacién 0,05 0,63 -0,12 0,26 0,25
Ac GRO 0,15 0,15 -0,03 0,80 0,33
CORT -0,17 0,11 -0,09 0,36 0,32
FDL 0,09 0,37 0,15 0,14 0,57

Habiendo confirmado la ausencia de efectos de variables de confusidon se
prosiguid a realizar un ACP empleando como variables clasificatorias Linfoproliferacion,
Ac GRO, CORT y FDL. El gréfico resultante (Figura 6.1) del analisis estadistico muestra la
distribucién de la totalidad de los animales en funcién de los ejes de ordenamiento (CP 1
y 2). Se observa que el CP1 explica el 48,2% de la variabilidad total presente en los datos,
seguido por el CP2 que explica el 26,5% de la misma. Haciendo un andlisis de
autovectores se devela que la variable con mayor asociacion al CP1 fue CORT

nuevamente, teniendo un autovector de 0,59.
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Figura 6.1: Grdfico de andlisis de componentes principales de codornices adultas empleando como variables

clasificatorias a: la concentracion plasmdtica de CORT, la linfoproliferacion ante la inyeccion de PHA-P, el

titulo de anticuerpos contra GRO, y el cociente obtenido a partir de la citometria de flujo. Se muestran en

diferentes colores los diferentes grupos de animales. En negro, blanco y gris se representan respectivamente

los animales que corresponderian al perfil A, B e intermedio (ver detalles de clasificacion en perfiles en

pdgina siguiente). Numero de animales en andlisis: 93. Numero de animales por grupo: A: 13 (14%), B: 14

(15%), intermedio: 66 (71%).

El andlisis de los resultados en el grafico de puntos que genera el ACP indica

la

existencia de correlacidn entre las variables explicatorias empleadas, por lo que se

prosiguid a hacer una correlacién de Pearson para caracterizar la relacién entre las

variables. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 6.3.
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Tabla 6.3: Coeficientes de correlacién de Pearson entre las variables CORT, Linfoproliferacién, Ac GRO y

FDL.
CORT LINFOPROLIFERACION AC GRO
LINFOPROLIFERACION -0,37**
AC GRO -0,30** 0,42*
FDL -0,51** 0,12* 011

*P < 0,05; ** P<0,01. Los analisis fueron realizados en base a 96 animales estudiados.

A partir del andlisis de los resultados se observa que consistentemente con los
resultados mostrados en el capitulo anterior, CORT correlaciond significativamente con el
resto de las variables INE estudiadas. Por ello y considerando que CORT fue nuevamente
caracterizada como variable mas influyente en la configuracién del CP1, se utilizé CORT
como variable clasificadora para ordenar todos los datos en base a este Unico pardmetro.
Se escogieron los animales ubicados en los extremos de la distribuciéon que se obtuvo,
eligiendo 2 grupos extremos. Se observéd ademads que estos animales coincidian con
posiciones divergentes en el grafico de puntos del ACP. Nuevamente los animales
correspondientes al extremo con mayor respuesta fueron denominados “de perfil A”
(14% de la poblacidon en estudio) y los correspondientes al extremo con menores
concentraciones de CORT “de perfil B” (15%). Una vez establecidos los 2 potenciales
grupos, se determind si estos animales se diferenciaban estadisticamente entre si en

todas las variables analizadas (Tabla 6.4).
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Tabla 6.4: Media (t error estandar) de variables INE determinadas en grupos de individuos con Perfil A o

B.
PERFIL
PARAMETRO A B Probabilidad
CORT 0,17 +0,10° 1,60 + 0,10b <0,0001
Linfoproliferacién 48,75 + 2,98° 16,39+ 2,87 <0,0001
Ac GRO 7,15 +0,30° 3,64 + 0,29b <0,0001
FDL 1,99 +0,19° 0,58 + 0,18b <0,0001

CORT: concentracion plasmatica de corticosterona [ng/ml]; Linfoproliferacion: linfoproliferacién ante la
inyeccién de PHA-P [% de cambio]; Ac GRO: titulo de anticuerpos contra glébulos rojos de oveja; FDL:

cociente obtenido a partir de la citometria de flujo. Los valores se expresan como media + error estandar.

Se observé que los perfiles seleccionados en base al procedimiento ya descripto se
diferenciaban en todas las variables. De este modo, se observa consistentemente que en
una poblacidon de animales de la especie Coturnix coturnix habria grupos extremos de
aves que difieren bioldgica y estadisticamente en concentracion plasmdtica de CORT, en
linfoproliferacién ante una inyeccién de una suspensiéon PHA-P, en titulo de anticuerpos
inducidos contra GRO, y en FDL. Estas aves no fueron sometidas deliberadamente a
ningun tipo de tratamiento o estresor, por lo que estarian expresando nuevamente de un
modo natural 2 extremos de respuesta en las variables analizadas.

Para finalizar la caracterizacion de los 2 grupos extremos de animales, se prosiguid
a caracterizar los niveles de expresion de los diferentes mediadores pro y anti-
inflamatorios en glébulos blancos mononucleados de sangre periférica (expresién de
ARNm para IFN-y, IL-1B, IL-13 e IL-4). En la siguiente tabla se puede apreciar que los 2
grupos que hasta el momento se diferenciaban en las variables ya analizadas también
manifiestan una diferencia estadisticamente significativa en 3 de los 4 parametros
analizados: IFN-y, IL-1f e IL-13. En la siguiente tabla se resumen todos los datos obtenidos

en el estudio desarrollado.
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Tabla 6.5: Resumen conjunto de todos los parametros definidos como necesarios para la determinacién

de FINEs en aves de la especie Coturnix coturnix. Las letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas entre tratamientos.

VECES DE
PARAMETRO PERFIL A PERFIL B Probabilidad
CAMBIO
CORT 0,17 +0,10° 1,60 + 0,107 <0,0001 9,4
Linfoproliferacion 48,75 + 2,98° 16,39 + 2,87b <0,0001 2,97
Ac GRO 7,15+ 0,30° 3,64+0,29" <0,0001 1,96
FDL 1,99 +0,19° 0,58 0,18 < 0,0001 3,43
IFN-y 72,08 + 38,34° 5,56 + 2,85 0,0016 13
IL-1PB 27,14 # 7,56° 1,57 +0,42° < 0,0001 17,28
IL-13 14,6 + 6,89° 199,8 + 90" 0,0004 15,26
IL-4 8,42 +6,21° 152 +10,77° 0,56 NS

CORT: concentracion plasmatica de corticosterona [ng/ml]; Linfoproliferacion: linfoproliferacion ante la
inyeccién de PHA-P [% de cambio]; Ac GRO: titulo de anticuerpos contra glébulos rojos de oveja; FDL:
cociente obtenido a partir de la citometria de flujo. IFN-y, IL-1B, IL-13 e IL-4: amplificacién de ARNm de

interferdén v, interleucina 1B, 13 y 14 [relativizada a control interno de -actina]. Veces de cambio:

Perfil/Perfil. Los valores se expresan como media * error estandar.

En base a la informacién condensada en la tabla 5.5 se pueden hacer las siguientes
conclusiones ahora fundamentadas en el andlisis conjunto de las variables definidas como
necesarias para la caracterizacion de FINEs en aves de la especie Coturnix coturnix: 1) Se
encontraron dos subgrupos de individuos con altos o bajos niveles basales de CORT que
mostraron perfiles de mediadores INE opuestos, y ergo respuestas efectoras divergentes,
mostrando un nexo también con el paradigma LEW/F344. 2) Las aves que en nuestro
estudio se corresponderian con el fenotipo similar al de ratas LEW manifiestan el
siguiente conjunto de variables: bajos niveles de CORT, asociado a esto muestran bajos
niveles de FLD y elevados niveles de respuesta de linfoproliferaciéon in vivo y de
anticuerpos inducidos contra GRO, en conjunto con elevados niveles de los siguientes
mediadores pro-inflamatorios: IFN-y e IL-1B, pero bajos los niveles de IL-13. Las aves con
fenotipo similar a las ratas de la cepa F344 manifiestan opuestos niveles de CORT y de los

demads pardametros en estudio.
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6.3.2 Determinacién de FINEs post estrés crénico variado.

Una vez concluido el protocolo de estrés previsto se repitié el proceso para

determinacién de FINE en las mismas aves evaluadas previamente. Nuevamente se

corrobord la ausencia de variables de “confusiéon” (datos no mostrados) y se procedié a

realizar un ACP con los datos empleando como variables clasificatorias: Linfoproliferacion,

Ac GRO, CORT y FDL. El gréafico resultante del andlisis estadistico se muestra en la Figura

6.2.
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Figura 6.2: Grdfico de andlisis de componentes principales de codornices adultas luego de haber sido

sometidas a estrés cronico variado empleando como variables clasificatorias a: la concentracion plasmdtica

de CORT, la linfoproliferacion ante la inyeccion de PHA-P, el titulo de anticuerpos contra GRO, y el cociente

obtenido a partir de la citometria de flujo. Se muestran en diferentes colores los diferentes grupos de

animales. En negro, blanco y gris se representan respectivamente los animales que corresponderian al perfil

A, B e intermedio (ver detalles de clasificacion en perfiles mds abajo en pdgina siguiente). Numero de

animales en andlisis: 84. Numero de animales por grupo: A: 19 (23%), B: 20 (24%), intermedio: 45 (53%).
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El andlisis de los resultados indicd que el CP1 explica el 40,2% de la variabilidad
total presente en los datos, seguido por el CP2 (26,1%). La variable con mayor asociacion
al CP1 fue CORT, teniendo un autovector de 0,62. El andlisis de los resultados en la Figura
6.2 indica existencia de correlacion entre las variables, por lo que se continud a realizar
un analisis de correlaciéon de Pearson para caracterizar la relacién entre las mismas. Los

resultados obtenidos se resumen en la Tabla 6.6.

Tabla 6.6: Coeficientes de correlacidon de Pearson entre las variables CORT, Linfoproliferacién, Ac GRO y

FDL.
CORT LINFOPROLIFERACION AC GRO
LINFOPROLIFERACION -0,33**
AC GRO -0,29** 0,19
FDL -0,23** -0,03 0,17

*P < 0,05; ** P<0,01. Los analisis fueron realizados en base a 96 animales estudiados.

A través del andlisis de la tabla 6.6, se destaca que CORT nuevamente manifiesta
una correlacion con todas las variables empleadas incluso luego de un protocolo de estrés
CVI. Por lo mencionado y sumado a la caracterizaciéon de la misma como variable mas
influyente en la configuracién del CP1, y siguiendo el criterio empleado hasta el
momento, se utilizd CORT como variable clasificadora para organizar todos los datos en
base a este Unico parametro. Se escogieron los animales ubicados en los extremos de la
distribucién que se obtuvo, eligiendo 2 grupos extremos que coincidieron con posiciones
divergentes en el grafico de puntos del ACP. Nuevamente los animales correspondientes
al extremo con mayor respuesta fueron denominados “de perfil A” y correspondieron en
este caso al 23% de la poblacién analizada. Los animales clasificados en el extremo con
menores concentraciones de CORT “de perfil B” se correspondieron con el 24% de la
poblacién. Una vez establecidos los 2 potenciales grupos, se determind si estos animales

se diferenciaban estadisticamente entre si en todas las variables analizadas.
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Tabla 6.7: Media (t error estandar) de variables INE determinadas en grupos de individuos con Perfil A o

B.
PERFIL
PARAMETRO A B Probabilidad
CORT 0,23+0,11° 1,17+0,11° <0,0001
Linfoproliferacion 24,17 +1,79° 77141, 74" <0,0001
Ac GRO 4,68 +0,24° 2,10+0,23° <0,0001
FDL 12,74 + 1,26° 5,94 +1,23° <0,0001

CORT: concentracion plasmatica de corticosterona [ng/ml]; Linfoproliferacion: linfoproliferacién ante la
inyeccién de PHA-P [% de cambio]; Ac GRO: titulo de anticuerpos contra glébulos rojos de oveja; FDL:

cociente obtenido a partir de la citometria de flujo. Los valores se expresan como media + error estandar.

Se observa que los potenciales perfiles seleccionados en base al procedimiento ya
descrito se diferenciaban consistentemente ademds en todas las variables en andlisis
sugiriendo en consecuencia que luego de haber sido sometidos a estrés de tipo CVI, en
una poblacion de aves se manifiestan grupos con respuestas INE extremas. Estas
poblaciones difieren bioldgica y estadisticamente en concentracién plasmatica de CORT,
en linfoproliferacion ante una inyeccidn de una suspension PHA-P, en titulo de
anticuerpos inducidos contra GRO, y en FDL.

Para finalizar la caracterizacion de los 2 grupos extremos de animales, se prosiguid
a caracterizar los niveles de expresion de los diferentes mediadores pro y anti-
inflamatorios (expresion de ARNm para IFN-y, IL-1B, IL-13 e IL-4). En la Tabla 6.8 se puede
apreciar que los 2 grupos que hasta el momento se diferenciaban en las variables ya
analizadas también manifiestan una diferencia estadisticamente significativa en los
niveles de todos los mediadores analizados: IFN-y, IL-1[3, IL-13 e IL-4. En la siguiente tabla

se resumen todos los datos obtenidos en el estudio desarrollado.
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Tabla 6.8: Resumen conjunto de todos los parametros propuestos como necesarios para la determinacién
de FINEs en aves de la especie Coturnix coturnix luego de haber sido sometidas a un estrés CVI. Las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.

VECES DE
PARAMETRO PERFIL A PERFIL B Probabilidad
CAMBIO
CORT 0,23+0,11° 1,17+0,11° <0,001 5
Linfoproliferacion 24,17 +1,79° 7,71%1, 74" <0,001 3,13
Ac GRO 4,68 +0,24° 2,10+0,23° <0,001 2,22
FDL 12,74 + 1,26° 594 +1,23° <0,001 2,14
IFN-y 85,21 +19,32° 3,48+0,77 <0,001 24
IL-1PB 17,71 + 4,15° 0,97 +0,23" <0,001 18,25
IL-13 14,17 + 6,43° 187,36 + 80,61" <0,001 13,22
IL-4 0,13 + 0,05° 1,88 +0,78° <0,001 14,46

CORT: concentracion plasmatica de corticosterona [ng/ml]; Linfoproliferacion: linfoproliferacion ante la
inyeccién de PHA-P [% de cambio]; Ac GRO: titulo de anticuerpos contra glébulos rojos de oveja; FDL:
cociente obtenido a partir de la citometria de flujo. IFN-y, IL-1B, IL-13 e IL-4: amplificacién de ARNm de

interferdn v, interleucina 1B, 13 y 14 [relativizada a control interno de -actina]. Veces de cambio:

Perfil/Perfil. Los valores se expresan como media + error estandar.

Una vez caracterizados totalmente los grupos extremos en todas las variables de la
interaccion INE se realizd un andlisis de proporciones para caracterizar las modificaciones
inducidas por el estrés en relacién a la distribuciéon poblacional de los perfiles en la
poblacién de aves de la especie Coturnix coturnix. Los resultados se resumen en la Tabla

6.9.

Tabla 6.9: Proporciones de perfiles expresados en una poblacion de aves de la especie Coturnix coturnix

previo y post estrés CVI.

Efecto post
Previo estrés  Post estrés Probabilidad
estrés
Animales expresando perfil A 0,14 0,23 0,067 Aumenta
Animales expresando perfil B 0,15 0,24 0,069 Aumenta
Animales de poblaciéon intermedia 0,71 0,54 <0,01 Disminuye
Animales expresando algun perfil 0,29 0,46 <0,01 Aumenta
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Por ultimo, para poder describir mas adecuadamente el fendmeno de cambio en
las frecuencias relativas de expresion de perfiles extremos, se comparo la proporcion de
individuos que producto del estrés CVI modificaban su perfil de algun extremo al

intermedio y viceversa. Esta informacidn se resume en la tabla 6.10.

Tabla 6.10: Proporciones de cambios de perfiles expresados en una poblacion de aves de la especie

Coturnix coturnix producto de un estrés CVI.

Proporcion de Proporcion
Cambio fenotipico Cambio fenotipico Probabilidad
individuos de individuos
De perfil extremo (A o B) a 2/84 De poblacién intermedia 14/84
0,008
poblacién intermedia. (2%) a perfil extremo (A o B) (16%)

6.4 Conclusiones parciales.

En base a la informacién condensada en las tablas 6.5 y 6.8 se pueden hacer las
siguientes conclusiones referidas a la caracterizacion de FINEs en aves de la especie
Coturnix coturnix previo y posterior a un estrés de tipo CVI:

Previo al desarrollo del protocolo de estrés se encontraron dos subgrupos de
individuos con FINEs extremos. Las respuestas encontradas en cada grupo incluyen
animales con altos o bajos niveles basales de CORT que mostraron perfiles de mediadores
de la interaccion INE opuestos, y ergo respuestas efectoras divergentes, mostrando un
nexo también en este caso con el paradigma LEW/F344. Vale destacar que en
comparacion con los FINEs encontrados en el capitulo precedente, ahora se encuentra
(tanto previo como post estrés) una diferencia a nivel de respuesta de la variable FDL
(correlacionando la misma inversamente con CORT en el estudio informado en este
capitulo). La diferencia principal entre ambos casos podria ser asignado a la edad de los
animales ya que los resultados presentados en el capitulo anterior fueron obtenidos
estudiando una poblacion de animales que se encontraban en un periodo de desarrollo
gonadal correspondiente a una primera etapa de haber alcanzado la madurez sexual (52
dias de edad; equivalente a adolescencia tardia de mamiferos) y este capitulo se basé en
el estudio de una poblacion de animales estudiada en una edad (120 dias de edad) donde
las codornices son estables fisiolégicamente y en adultez plena (Marin and Satterlee,

2004). El cambio en la respuesta de FDL no invalida el nexo planteado con el paradigma
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LEW/F344 ya que la inversidon de la férmula leucocitaria es un dato registrado en la
ontogenia de vertebrados superiores. De esta manera, las aves que en nuestro estudio se
corresponderian con el fenotipo similar al de ratas LEW manifiestan en este caso el
siguiente conjunto de variables: bajos niveles de CORT, asociado a esto muestran
elevados niveles de FLD, de respuesta de linfoproliferaciéon in vivo y de anticuerpos
inducidos contra GRO, en conjunto con elevados niveles de los siguientes mediadores
pro-inflamatorios: IFN-y e IL-1B, pero bajos los niveles de IL-13. Las aves con fenotipo
similar a las ratas de la cepa F344 manifestaron niveles opuestos tanto de CORT como de
los demas variables estudiadas.

Una vez desarrollado el protocolo de estrés y analizados los resultados se observa
que en la poblacién se encuentran los mismos FINEs extremos previo y post estrés CVI. Si
bien, los fenotipos se configuran poblacionalmente de la misma manera en ambos casos,
se observa sin embargo un incremento en el nimero de individuos que expresan cada
uno de los extremos en la poblacién en estudio, légicamente en detrimento de los
individuos que expresarian un fenotipo intermedio como se puede observar en el analisis
de proporciones efectuado. El nimero de individuos que expresaron uno u otro FINE
previo al protocolo de estrés se corresponde con aproximadamente el 15% (29% de
individuos expresando algun FINE extremo) y luego del estrés el nimero de aves
expresando cada FINE extremo corresponde al 23% lo que sugiere que una situacion de
estrés CVI induciria una polarizacion hacia la expresidon de FINEs extremos dentro de la
poblacién de Coturnix coturnix adultas y en este caso, un 47% de la poblacién total
expresaria algun FINE extremo. Caracterizando aun mas el fendmeno que tiene lugar
luego del estresor empleado, se puede mencionar que del 100% de los individuos que
poseian algun perfil en situaciones basales (sin estrés crénico), un 93% lo conserva
formando parte luego del estresor de la misma subpoblacién que se asocia a uno y otro
FINE y un 7% manifiesta ahora un perfil intermedio. Resumiendo vale mencionar que el
aumento en los animales expresando FINEs es significativo luego del estrés CVI empleado
y, al mismo tiempo, la disminucion en los animales que componen la poblacién
intermedia es significativa también. Al hacer un seguimiento de cada individuo previo y
post estrés se confirma que el aumento de los grupos que expresan FINEs extremos es a

expensas de individuos que componian la poblacién intermedia. De esta manera se
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caracteriza la modulacién inducida por el estrés como inductora de la expresiéon de FINEs

de modo disruptivo.
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7. Evaluacion de la interrelacion
entre componentes del sistema INE
en Gallus gallus: estudio sobre
existencia y potencial distribucion
poblacional de fenotipos

inmunoneuroendocrinos.
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7.1 Introduccion.

Gallus gallus es la especie modelo de aves de granja por excelencia. El estudio de
la biologia de los sistemas inmune, nervioso y enddcrino en aves de esta especie ha
revelado informacién referida a vias de comunicacion, mediadores, células, y otros
componentes, comunes entre estos tres sistemas de integracion (Carsia and Harvey,
2000; Kaiser et al., 2009; Mumma et al., 2006; Shini et al., 2010a, 2009). Esta informacién
se ha detallado en las secciones correspondientes a la introduccién general. Tanto en este
capitulo como en el siguiente, se amplian los alcances de la Tesis a una especie de ave de
granja que en comparacidon con la especie Coturnix coturnix estudiada en capitulos
anteriores posee muchos mas afios de domesticacién y de procesos dirigidos de seleccién
genética orientados a la obtenciéon de aves con desempefios bioldgicos extremos para
maximizar la obtencién de “productos” de consumo humano. De este modo se
complementan los estudios con el objeto de aportar mayor solidez a las posibles
conclusiones que se desprendan.

Como se mencionara en la seccién 4.1.2, las aves empleadas en este estudio
fueron parte de un experimento que evaluaba los efectos de la apariencia fenotipica y del
tamafio de grupo sobre variables productivas y comportamentales. En este capitulo se
describiran los aspectos referidos al estudio de variables de la interacciéon INE, con el
objetivo de conocer si la interfaz de estos 3 sistemas confluye en la configuracién de

FINEs en aves de esta especie.

7.2 Materiales y métodos.

7.2.1 Determinacion de FINE.

Para determinar el FINE de cada animal se realizaron las siguientes pruebas
conforme lo detallado previamente (ver secciones 4.2 y 4.3):

e Linfoproliferacién ante inyeccién de PHA-P.

e Titulacion de Ac GRO.

e Cuantificacién de CORT en suero.

e ELISA para citoquinas pro y anti-inflamatorias (IFN-y e IL-4).

e Recuento leucocitario en extendido de sangre.
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En base a lo desarrollado en capitulos previos en que se trabajo con aves de la
especie Coturnix coturnix y para mantener un hilo coherente en el desarrollo de la
presente Tesis, el andlisis de los resultados se realizé de modo tal que siguiese los mismos
lineamientos generales. Los datos obtenidos de cada variable (respuesta de
linfoproliferacion, Ac GRO, cociente Inn/Adq, concentracién de CORT, IL-4 e IFN-y) fueron
caracterizados estadisticamente y se prosiguié del mismo modo que el descripto en el
capitulo precedente.

La familia de analisis pertenecientes a la estadistica multivariada permite realizar
caracterizacion o estudios de variabilidad de un grupo de datos mediante la reduccion de
dimensionalidad que poseen los mismos, como se ha realizado hasta el momento con el
ACP. Ademas y de modo complementario, con los datos de todas las variables analizadas
en las aves de la especie Gallus gallus se desarrolld un analisis discriminante (AD), para
caracterizar la poblacién en base a una diferenciacién pre-establecida. Estos analisis
buscan alcanzar caracter predictivo en base al comportamiento de los datos teniendo
siempre en consideracion la clasificacion pre-establecida y, por ende, en base al
comportamiento de las variables de individuos estudiados. Se buscd a la vez construir una
ecuacién que relacione las variables de tal modo que posibilite la asignacién con cierto
grado de certeza de un nuevo individuo en alguno de los grupos definidos (ver desarrollo

completo en la seccidn siguiente).

7.3 Resultados y discusion.

Una vez obtenidos los datos se descartd que el tamano de grupo, la apariencia
fenotipica y la ubicacidn de los animales en el bioterio influyeran en la respuesta a cada
una de las variables analizadas, actuando de este modo como variables de “confusion” de
resultados. Un ANOVA de 2 vias revelé que ninguno de los factores influyéd de modo
estadisticamente significativo sobre ninguna de las variables en analisis por lo que a partir
de ese momento, y a los objetivos de la presente Tesis, los animales fueron considerados

estadisticamente como una Unica poblacién de 72 individuos (ver tabla 7.1).
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Tabla 7.1: Efecto del tamafio de grupo (10 vs. 40), apariencia fenotipica (marcado vs. no marcado) y su
interaccion, y efecto de la ubicacidn sobre la respuesta de linfoproliferacidn in vivo, titulacion de

anticuerpos contra GRO, cociente Inn/Adq concentracion de CORT, IL-4 e IFN-y.

Probabilidad
i TAMANO FENOTIPO TAMANO x 5
PARAMETRO UBICACION
de GRUPO FENOTIPO
CORT 0,34 0,69 0,95 0,78
Linfoproliferacion 0,22 0,87 0,77 0,45
Ac GRO 0,91 0,96 0,94 0,28
Inn/Adq 0,58 0,65 0,63 0,36
IFN-y 0,48 0,14 0,58 0,24
IL-4 0,93 0,51 0,12 0,54

Una vez contemplados los puntos previamente mencionados, se prosiguio al
analisis estadistico de los datos con el objetivo de lograr una aproximacién al posible
perfil FINE de los animales. Se realizé un ACP donde se muestra la distribucion de la
totalidad de los datos estandarizados de las variables analizadas en los animales
empleando como variables clasificatorias la concentracion de CORT, linfoproliferacion,
cociente Inn/Adg, Ac GRO, IL-4 e IFN-y. El grafico resultante del analisis estadistico se

muestra en la Figura 6.1.
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Figura 7.1: Grdfico de andlisis de componentes principales empleando como variables clasificatorias la
linfoproliferacion, la titulacién de Ac contra GRO, cociente Inn/Adq, concentracién de CORT, IL-4 e IFN-y. Los
colores representan el potencial fenotipo extremo del animal. Se muestran en diferentes colores los
diferentes grupos de animales. En negro, blanco y gris se representan respectivamente los animales que
corresponderian al perfil A, B e intermedio (ver detalles de clasificacion en perfiles mds abajo en pdgina
siguiente). Numero de animales en andlisis: 72. Numero de animales por grupo: A: 12 (16%), B: 12 (16%),

intermedio: 48 (68%).

El analisis de los resultados en la Figura 7.1 indica existencia de correlacion entre
las variables, por lo que se prosigue a hacer una correlacidon de Pearson para caracterizar

la relacidn entre las mismas. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 7.2.
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Tabla 7.2: Coeficiente de correlacion de Pearson entre CORT, Linfoproliferacién, Ac GRO, cociente

Inn/Adq, IL-4 e IFN-y.

CORT LINFOPROLIFERACION Ac GRO  Inn/Adq IL-4

LINFOPROLIFERACION -0,33*

Ac GRO -0,29 -0,10

Inn/Adq 0,39%* -0,16 0,03

IL-4 -0,32** 0,42 -0,06 -0,19

IFN-y -0,30* 0,12 -0,07 -0,25* 0,18

*P < 0,05; ** P<0,01. Los analisis fueron realizados en base a 72 animales estudiados.

El analisis de los resultados estadisticos y del grafico que generd el ACP indica lo
siguiente: el CP1 explica un 34,6% de la variabilidad total de los datos y el CP 2 explica un
17,4% de la variabilidad total. Se totaliza de esta manera un 52% de la variabilidad total
de los datos explicada por estos 2 componentes. Nuevamente el analisis de los
autovectores asociados a las variables de clasificacion demuestra que CORT es la variable
con mayor influencia positiva en la configuracién del CP1 (autovector de 0,54), como
sucedidé también en la configuracion del CP1 del analisis de FINEs en aves de la especie
Coturnix coturnix. Basandose entonces en el valor de CORT y en la disposicidon de los
puntos en el grafico que el analisis arroja, se seleccionaron nuevamente dos grupos
extremos de animales que pudiesen expresar los fenotipos buscados. A los animales
correspondientes al extremo con mayor respuesta de CORT se los denomind
arbitrariamente “de perfil A” y a los pertenecientes al grupo opuesto “de perfil B”. Una
vez establecidos los 2 grupos representativos de 2 potenciales perfiles distintos, se
corrobord mediante un ANOVA que el fenotipo y el tamafio de grupo no fuesen factores
subyacentes a la diferenciacion extrema de los mismos. Si bien estos factores ya habian
sido analizados previamente, fue necesario re-analizarlos puesto que era posible que
luego de realizada la clasificacion mencionada, los extremos se hubiesen separado
coincidiendo ademas con el fenotipo y el tamafio de grupo, en cuyo caso la principal
variable subyacente a la diferenciacion no seria necesariamente el potencial FINE (Tabla

7.2).
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Tabla 7.3: Efecto del tamafio de grupo (10 vs. 40) y fenotipo (marcado vs. no marcado) sobre la variable

perfil.
Probabilidad
PARAMETRO TAMARNO DE GRUPO FENOTIPO TAMANO X FENOTIPO
Perfil 0,484 0,484 0,305

Posteriormente, se determind si estos animales se diferenciaban estadisticamente
entre si en todas las variables analizadas, intentando de esta manera delimitar grupos de
animales con respuestas comunes dentro del grupo y opuestas entre grupos en todos los
parametros en estudio (Tabla 7.3). Se realizaron ANOVAs para conocer el efecto de los
factores perfil (A vs. B) sobre las variables concentracion plasmatica de CORT,
linfoproliferacidon ante la inyeccidn de PHA-P, titulo de anticuerpos contra GRO, cociente
Inn/Adg y concentracion de citoquinas pro y anti-inflamatorias (IFN-y e IL-4

respectivamente).

Tabla 7.4: Efecto del perfil (A vs. B) sobre la concentracion plasmatica de CORT, la linfoproliferacion, el
titulo de anticuerpos contra GRO, el cociente Inn/Adq y la concentracién de citoquinas pro y anti-

inflamatorias (IFN-y e IL-4, respectivamente).

Probabilidad
PARAMETRO PERFIL
CORT 0,0001

Linfoproliferacion 0,0001

Inn/Adq 0,045
Ac GRO 0,0002
IFN-y 0,0001
IL-4 0,0066

Como se puede observar en la Tabla 7.3, los perfiles seleccionados en base al
procedimiento ya descripto se diferenciaron en todas las variables estudiadas. Vale
destacar (ademas de todas las salvedades consideradas respecto del tamafio de grupo,
orden de muestro de los animales, etc.) que salvo el potencial efecto que pudieran
inducir los cambios fenotipicos realizados al primer dia de vida, estas aves no fueron
sometidas deliberadamente a otro tipo de tratamiento o estresor, por lo que estarian

expresando de un modo natural 2 extremos de respuesta en las variables analizadas
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potencialmente afectados solo por el cambio a edad muy temprana de sus fenotipo. Vale
destacar que cambios fenotipicos al momento del nacimiento, si bien pueden inducir
cambios comportamentales, se ha observado que sus efectos son a corto plazo y
posiblemente las aves se adaptan rapidamente o dejan de percibir las diferencias en sus
fenotipos, ya que todas parecen comportarse de acuerdo a la teoria de parentesco (Guhl
and Ortman, 1953; Guhl, 1958; Marin et al., 2014). Para caracterizar mas adecuadamente
los extremos mencionados, en la Tabla 7.4 se muestran los valores medios

correspondientes a cada variable teniendo en cuenta los 2 grupos extremos de respuesta.

Tabla 7.5: Media (+ error estandar) de variables INE determinadas en grupos de individuos con Perfil A o

B.
PERFIL VECES DE
PARAMETRO A B Probabilidad CAMBIO
CORT 0,2 +0,25° 2,4+0,25 0,0001 12
Linfoproliferacion 92,92 +7,22° 29,58 + 7,22b 0,0001 3
Inn/Adq 0,58+0,29° 2,42 + 0,29b 0,0002 4,17
Ac GRO 533+0,57" 7,33+0,67 0,045 1,37
IFN-y 3489+41,7° 171,8 +41, 7’ 0,0001 2
IL-4 82,82 +6,9° 32,92+6,9° 0,0066 2,56

CORT: concentracion plasmatica de corticosterona [ng/ml]; Linfoproliferacion: linfoproliferacion ante la
inyeccion de PHA-P [% de cambio]; Ac GRO: titulo de anticuerpos contra glébulos rojos de oveja; Inn/Adq:
cociente obtenido a partir del andlisis de extendidos de sangre. IFN-y: concentracién plasmatica de

inteferon-y [pg/ml]. IL-4: concentracion plasmatica de interleucina 4 [pg/ml]. Veces de cambio: Perfil/Perfil.

Con el objetivo de profundizar en la relacidn entre las variables en la configuracién
de los FINEs encontrados en esta especie animal y para desarrollar tedricamente la
posibilidad de la asignacion de un individuo nuevo a alguno de los fenotipos extremos (o a
la subpoblacién de individuos con fenotipo intermedio) se realizé un AD empleando como
variables aquellas usadas para determinar los perfiles. El resultado del andlisis se resume

en la Figura 7.2.
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Figura 7.2: Grdfico de andlisis discriminante empleando como variables linfoproliferacion, titulacion de Ac
GRO, cociente Inn/Adq, concentracion de CORT, IL-4 e IFN-y. Se muestran en diferentes colores los diferentes
grupos de animales definiéndolos ademds mediante lineas de contorno. Color negro, blanco y gris indican
grupos de animales de perfil A, B e intermedio respectivamente. Numero de animales en andlisis: 72.

Numero de animales por grupo: A: 12, B: 12, intermedio: 48.

El analisis del grafico obtenido en el espacio discriminante conformado por los dos
ejes canonicos (EC) indica que la diferenciacion de los individuos segun el desarrollo del
EC1 logra explicar el 82% de la variabilidad encontrada, siendo el eje que asegura la
maxima diferenciacion entre los grupos conformados a priori. El EC2 explica el 18%
restante y no es un buen predictor para la asignacién de un nuevo individuo a un grupo
determinado, lo cual se puede apreciar proyectando los puntos del grafico sobre el EC2.
En base al andlisis de tablas de clasificacion cruzada se determina que el error de
clasificacion empleando la funcidon obtenida del EC1 es nulo. La siguiente funcién

discriminante lineal permite describir la relacidn entre variables:
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Y = 0,63 (CORT) + 0,55 (Inn/Adq) + 0,36 (Ac GRO) — 0,58 (Linfoproliferacion) — 0,57 (IL-4)
- 0,3 (IFN-y).
Funcidn 7.1: Funcion discriminante obtenida a partir de los coeficientes indicados en el andlisis discriminante

realizado con las variables: linfoproliferacion in vivo, titulacion de anticuerpos contra GRO, cociente Inn/Adgq,

concentracion de CORT, IL-4 e IFN-y.

Este estudio informa que la variable CORT es la de mayor incidencia en la
configuracion del EC1. Este dato reviste suma importancia porque al ser la variable
empleada en la definicion de los fenotipos extremos, debe manifestar un peso
significativo a la hora de definir el EC1. De esta manera ante la eventual situaciéon de
repeticién de una experiencia en igualdad de condiciones a las que tuvieron lugar para el
desarrollo de este experimento, se podria a partir del valor de cada variable y empleando
la funcién descripta predecir la ubicacién de cada uno de los individuos en los grupos
correspondientes a cada FINE definido en principio con un 100% de certeza en este
procedimiento de asignacion. Seria interesante evaluar si esta capacidad predictiva de
fenotipos INE contintia con tan alto nivel bajo otras condiciones de cria o situaciones
ambientales. Vale ademas realizar la salvedad que para poder desarrollar un analisis
discriminante todas las variables empleadas en la construccién de la funcién deben estar
analizadas en todos los individuos de la poblacion. Esta es la razén por la cual este tipo de

metodologia no pudo ser introducida o propuesta en los capitulos anteriores.

7.4 Conclusiones parciales.

Una vez caracterizadas las variables estamos en condiciones de mencionar que en
un estudio realizado en una poblacién de 72 aves de granja perteneciente a la especie
Gallus gallus criadas en condiciones control se encontraron 2 grupos extremos que
difieren consistentemente en su respuesta a los pardmetros analizados. Estos grupos
extremos de aves difieren en su concentracion de CORT, respuesta de linfoproliferacion in
vivo, titulo de anticuerpos inducidos contra GRO, cociente de células de la inmunidad
innata / adquirida, IL-4 e IFN-y. En esta poblacién de aves nuevamente se ha encontrado
entonces un nexo con el paradigma LEW/F344. Especificamente en la distribucién
poblacional estas aves se corresponden con el 15% extremo del total de la poblacién (12

individuos cada grupo) y la caracterizacidon de cada grupo seria la siguiente: los animales
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correspondientes al perfil de respuesta A o simil-LEW poseen (en comparacién con los de
un perfil de respuesta B o simil-F344) niveles plasmaticos de CORT bajos, respuestas de
linfoproliferacion in vivo, un cociente de células de inmunidad innata/adquirida y titulos
contra GRO bajos y niveles altos de citoquinas, con predominio de IFN-y. Esto indicaria
que la existencia de un perfil o FINE en una poblacidon determinada seria un rasgo comun
de las especies Gallus gallus y Coturnix coturnix, manifestandose espontdneamente sin
manipulaciones de tipo inductivas. Esto implicaria que en una poblacién dada de las
especies estudiadas se desarrollaria una categorizaciéon poblacional en subpoblaciones
(correspondiente con el 30% de sus individuos, 15% correspondiente a cada FINE
particular) que manifiestan caracteristicas diferenciales de la interaccidn
inmunoneuroenddcrina, como produccion de citoquinas anti/pro-inflamatorias y niveles
de mediadores, lo cual conlleva una distinta actividad en los efectores asociados

(respuestas proliferativas o sintesis de anticuerpos especificos).
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8. Evaluacidn de un estrés cronico
social como modulador de la
expresion y distribucion de fenotipos
inmunoneuroedodcrinos en Gallus

gallus.
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8.1 Introduccion.

Las aves empleadas en esta experiencia corresponden al mismo lote de animales
de la especie Gallus gallus que se utilizd en el experimento anterior y por lo tanto, el
analisis previo al estrés ya fue presentado en la seccién anterior y el andlisis post-estrés
se presenta en este capitulo. De este modo, cronolégicamente, luego de haber
caracterizado sus variables INE y propuesto la clasificacidon en FINEs divergentes, las aves
fueron en edad adulta sometidas a un estresor de cambio en el fenotipo artificial de una
proporcion de individuos dentro del grupo social y por lo tanto, generando interacciones
sociales que sugerian que las aves claramente estuvieron sometidas a un estrés cronico
social (Liste, Campderich, Estevez, datos no publicados). La primera determinacidn previa
al estrés fue considerada como representante de la situacién basal (capitulo 6) y la nueva
valoracion y clasificacidon de los animales al finalizar el protocolo de estrés es presentada
en este capitulo. En la introduccion de la presente tesis se presenta informacion que avala
que los estresores sociales pueden influir en las respuestas inmuno-neuroenddcrinas vy,
de hecho, es en base a uno de ellos (alteracion de grupo social) que se desarrollan en
aves los primeros experimentos que relacionan la respuesta de estrés con variables
inmunoldgicas (Gross, 1989, 1972).

El objetivo particular de este capitulo se enfoca en estudiar el potencial efecto
modulador de un estrés crénico de tipo social sobre la expresion a nivel poblacional de los
FINEs en gallinas. Una vez determinado si existe algun tipo de modulacidn en la expresion
de FINEs a nivel poblacional se intentara profundizar en la caracterizacidon de la
modulacion existente, comparando ademas la misma con lo descripto en el capitulo
donde se analizaron y presentaron los efectos de un estrés CVI sobre la expresion de

FINEs en codornices (capitulo 6).

8.2 Materiales y Métodos.

8.2.1 Caracterizacion del estresor cronico social.

La caracterizacion del estresor fue desarrollada ya en la seccidon correspondiente
(4.5.2) en el capitulo de material y métodos generales (4). De todos modos se recordara
gue el estresor social se basd en que los individuos fueron periddicamente expuestos a

cambios en la conformacion fenotipica de sus grupos con el consecuente disturbio social
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que ello originaba. Vale nuevamente aclarar que con el principal objetivo de mantener
coherencia en el desarrollo de los métodos sobre los cuales se sustenta el desarrollo del
presente escrito, el analisis de los datos es idéntico al realizado en los experimentos

descriptos en los capitulos precedentes.

8.3 Resultados y discusion.

Se procedié a descartar la existencia de variables de “confusién”, para lo que se
hicieron diferentes pruebas estadisticas que demostraron que no existia efecto
significativo sobre las variables de respuesta del tamafo de grupo, del marcaje de las
aves, ni de la ubicacidn de los animales en el bioterio. Luego de corroborado lo previo, se
realizé un ACP con los datos empleando como variables clasificatorias Linfoproliferacion,
titulacion de Ac GRO, cociente Inn/Adg, concentracion de CORT, IL-4 e IFN-y, el grafico

obtenido se muestra en la Figura 8.1.
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Figura 8.1: Grdfico de andlisis de componentes principales empleando como variables clasificatorias
Linfoproliferacion, titulacién de Ac GRO, cociente Inn/Adq, concentracion de CORT, IL-4 e IFN-y. Se muestran
en diferentes colores los diferentes grupos de animales. En negro, blanco y gris se representan
respectivamente los animales que corresponderian al perfil A, B e intermedio (ver detalles de clasificacion en
perfiles en pdgina siguiente). Numero de animales en andlisis: 69. Numero de animales por grupo: A: 19
(28%), B: 21 (30%), intermedio: 29 (42%).
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El ACP indica que el CP1 explica el 27,8% de la variabilidad total de los datos v el
CP2 el 25,6%. La variable con mayor influencia en la configuracién del CP1 es nuevamente
CORT con un autovector de 0,62. El andlisis de los resultados presentados en la Figura 7.1
indica existencia de correlacion entre las variables, por lo que se prosigue a hacer una
correlacién de Pearson para caracterizar la relacion entre las mismas. Los resultados

obtenidos se resumen en la Tabla 8.1.

Tabla 8.1: Coeficiente de correlacion de Pearson entre CORT, Linfoproliferacion, Ac GRO, cociente

Inn/Adq, IL-4 e IFN-y.

CORT LINFOPROLIFERACION Ac GRO Inn/Adq IL-4
LINFOPROLIFERACION -0,26*
Ac GRO -0,17 0,32
Inn/Adq 0,34** 0,07* 0,19
IL-4 -0,26* 0,07 0,04 -0,08
IFN-y -0,25* 0,01 -0,30 -0,16 0,12

*P <0,05; ** P<0,01. Los analisis fueron realizados en base a 69 animales estudiados.

Luego de la caracterizacidn de las relaciones entre las variables y luego de la
caracterizacion de CORT en base al ACP, nuevamente se hace un ordenamiento de los
datos empleando esta variable. Se escogen animales extremos segun este ordenamiento
y segun su distribucién en el grafico de puntos producto del ACP y se los vuelve a
denominar de perfil A y B de acuerdo posean el mayor o menor nivel de CORT
respectivamente. Se corrobora nuevamente que no haya efecto de los factores fenotipo o
tamafio de grupo ni interaccién sobre la variable perfil. El efecto de la categorizacién de
los animales en los 2 grupos sobre las demas variables en andlisis se muestra en la Tabla

8.2.
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Tabla 8.2: Media (t error estandar) de variables INE determinadas en grupos de individuos con Perfil A o

B.

PERFIL VECES DE

PARAMETRO A B Probabilidad  CAMBIO
CORT 0,58 + 0,02° 3,1+ 0, 02" 0,0001 5,34
Linfoproliferacion 17,45+ 1,53° 10,84 + 1,65b 0,0056 1,61
Ac GRO 4,73 + 0,22" 5,63+ 0,23b 0,0074 1,19
Inn/Adq 1,68 + 0,24° 3+ 0,27b 0,0008 1,78
IFN-y 501,5 + 55° 111,2 + 58b 0,0001 4,5
IL-4 149,3+ 7° 116,2 + 7,5b 0,0027 1,28

CORT: concentracion plasmatica de corticosterona [ng/ml]; Linfoproliferacién: linfoproliferacion ante la
inyeccion de PHA-P [% de cambio]; Ac GRO: titulo de anticuerpos contra glébulos rojos de oveja; Inn/Adq:
cociente obtenido a partir del analisis de extendidos de sangre. IFN-y: concentracién plasmatica de

inteferén-y [pg/ml]. IL-4: concentracion plasmatica de interleucina 4 [pg/ml]. Veces de cambio: Perfil/Perfil.

Como se puede observar, el fendmeno de expresiéon de FINEs se evidencia
también en aves de Gallus gallus que fueron sometidas al protocolo de estrés crénico
social y encontrandose nuevamente la misma configuracion de variables efectoras vy
mediadoras de la INE asociadas el nivel basal de CORT que se encontrd previo al estrés
(ver capitulo 6). Una vez caracterizados totalmente los grupos extremos en todas las
variables de la interaccidn INE se realizé un andlisis de proporciones para caracterizar la
modaulacion inducida por el estrés en relacién a la distribucién poblacional de los perfiles
en la poblacidn de aves de la especie Gallus gallus. Los resultados se resumen en la Tabla

8.3.

Tabla 8.3: Analisis de proporciones de perfiles expresados en una poblacién de aves de la especie Gallus

gallus previo y post estrés social.

Efecto post
Previo estrés Post estrés  Probabilidad
Estrés
Animales expresando perfil A 0,17 0,28 0,05 Aumenta
Animales expresando perfil B 0,17 0,30 <0,02 Aumenta
Animales de poblaciéon intermedia 0,67 0,42 <0,01 Disminuye
Animales expresando algun perfil extremo 0,33 0,58 <0,01 Aumenta
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Para poder describir mas adecuadamente el fendbmeno de cambio en las
frecuencias relativas de expresion de perfiles extremos como se realizé en el andlisis de
los efectos de un estrés CVI en codornices, se compard la proporcién de individuos
producto del estrés social en una poblacién de gallinas modificaban su perfil de alguin

extremo al intermedio y viceversa. Esta informacidn se resume en la tabla 8.4.

Tabla 8.4: Proporciones de cambios de perfiles expresados en una poblacién de aves de la especie Gallus

gallus producto de un estrés social.

Proporcion de Proporcion de
Cambio fenotipico Cambio fenotipico Probabilidad
individuos Individuos

De perfil extremo (A o
De poblacién intermedia a
B) a poblacion 3/69 (4%) 19/69 (27%) 0,02
perfil extremo (A o B)
intermedia.

Con el objetivo de caracterizar el cambio ante un desafio ambiental de la
poblacién intermedia de aves de la especie Coturnix coturnix en comparacidon con la
especie Gallus gallus, se realizd un analisis de proporciones comparando la proporcién de
individuos que en ambas especies cambiaron por efecto del estrés de una poblacion

intermedia a un perfil extremo (A o B). Los resultados se condensan en la Tabla 8.5.

Tabla 8.5: Proporciones de cambios de individuos de una poblacién intermedia a perfil extremo en la

especies Coturnix coturnix y Gallus gallus producto de un protocolo de estrés*.

Proporcion de Proporcion de
Especie Especie Probabilidad
individuos Individuos
Coturnix coturnix 14/84 (16%) Gallus gallus 19/69 (27%) 0,05

*Coturnix coturnix: protocolo de estrés crénico, variado e impredecible. Gallus gallus: protocolo de estrés

cronico social.

Para cerrar el conjunto de resultados obtenidos a partir de la experiencia en

analisis, en la Figura 8.2 se plasman los resultados que arrojé el AD.
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Figura 8.2: Grdfico de andlisis discriminante empleando como variables linfoproliferacion, titulacion de Ac
GRO, cociente Inn/Adq, concentracion de CORT, IL-4 e IFN-y. Se muestran en diferentes colores los diferentes
grupos de animales definiéndolos ademds mediante lineas de contorno. Color negro, blanco y gris indican
grupos de animales de perfil A, B e intermedio respectivamente. Numero de animales en andlisis: 69.

Numero de animales por grupo: A: 19, B: 21, intermedio: 29.

El analisis del grafico obtenido en el espacio discriminante indica que la
diferenciacién de los individuos segun el desarrollo del EC1 explica el 60% de la
variabilidad encontrada, siendo el eje que asegura la maxima diferenciacién entre los
grupos conformados a priori. Si bien luego del estrés se observa un mayor porcentaje
explicado por el EC2 que en situacién basal (40% vs. 18 %, respectivamente), no se
considera que sea un buen predictor para la asignacion de un nuevo individuo a un grupo
determinado. En base al analisis de tablas de clasificacién cruzada se determina que el
error de clasificacién empleando la funcién obtenida del EC1 es del 3,08%. La funcién que

se obtiene y que relaciona las variables entre si de manera lineal es la siguiente:
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Y = 0,71 (CORT) + 0,26 (Inn/Adq) + 0,47 (Ac GRO) — 0,01 (Linfoproliferacion) — 0,49 (IL-4)
- 0,65 (IFN-y).
Funcidn 8.1. Funcion discriminante obtenida a partir de los coeficientes indicados en el andlisis discriminante

realizado con las variables: linfoproliferacion in vivo, titulacion de anticuerpos contra GRO, cociente Inn/Adq,

concentracion de CORT, IL-4 e IFN-y.

Este estudio informa que la variable CORT es la de mayor incidencia en la
configuracion del EC1. De esta manera se podria a partir del valor de cada variable, ante
la eventual situacidn de repeticion de una experiencia en igualdad de condiciones a las
que tuvieron lugar para el desarrollo de este experimento, emplear la funciéon 2 para
predecir la ubicacidn de cada uno de los individuos en los grupos correspondientes a cada

FINE definido.

8.4 Conclusiones parciales.

Luego de analizar los resultados obtenidos se basard esta conclusiéon en la
comparacion de los perfiles que se expresaron en la poblacion antes del desarrollo del
estrés y luego del mismo. Se encontré que los FINEs estdn presentes luego del estrés, y
mas aun, éstos se encuentran representados por un nimero mayor de individuos que
antes. Otro dato que reviste importancia es el hecho de que los fenotipos se configuran
nuevamente en torno a niveles basales de CORT. En concreto en cuanto a la
caracterizacion de cada variable, los animales correspondientes al perfil simil-LEW (perfil
A) poseen, en comparacién con los de un perfil simil-F344 (perfil B): niveles plasmaticos
de CORT bajos, respuestas de linfoproliferacién in vivo y un cociente de células de
inmunidad innata/adquirida bajo, titulos contra GRO bajos y niveles altos de citoquinas,
con predominio de IFN-y. Luego del estrés, la agrupacion de aves que manifiestan uno u
otro perfil extremo se corresponde con un porcentaje de individuos igual al 58% de la
poblaciéon (28 y 30%, Perfil A y B, respectivamente). Este dato no es menor y
posiblemente implicaria que luego de un evento estresante los perfiles no sdélo se
mantienen en la poblacidn sino que el nimero de individuos que presentan esos perfiles
extremos se incrementa. Para caracterizar aun mas el fendmeno que ocurre luego del
estresor empleado, se puede mencionar lo siguiente: del 100% de los individuos que

poseian algun perfil en situaciones basales (sin estrés crénico), un 88% lo conserva
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formando parte luego del estresor de la misma subpoblacion que se asocia a uno y otro
FINE; un 4% invierte su perfil al opuesto y un 8% manifiesta ahora un perfil intermedio.
De la poblacién intermedia, un 40% manifiesta ahora un perfil extremo. Teniendo en
cuenta el estudio de proporciones realizado, en la poblacidon de aves de esta especie
también se observa que el aumento en la proporcién de animales que expresa un FINE
extremo es significativo luego del estrés social empleado. La disminucién en los animales
gue componen la poblacién intermedia es significativa luego del estrés. Al hacer un
seguimiento de cada individuo previo y post estrés se confirma nuevamente que el
aumento de los grupos que expresan FINEs extremos es a expensas de esta poblacién
intermedia. De esta manera se caracteriza en esta especie también la modulacién por el
estrés como inductora de la expresién de FINEs de modo disruptivo, de la misma manera
gue sucedid en el caso del estudio de los efectos de un estrés de tipo CVI sobre la
distribucién poblacional de FINE en aves de la especie Coturnix coturnix. Ademas se
observa que el porcentaje de individuos que cambian de la poblacién intermedia a un
perfil extremo luego del protocolo de estrés correspondiente es mayor en aves de la
especie Gallus gallus.

Haciendo referencia a la informacién brindada por los analisis multivariados y la
funcién discriminante que se obtiene, se puede notar un aumento en el error probable
observado en las pruebas de analisis discriminantes post-estrés. De una manera practica
esto implica que en condiciones control los animales podrian ser asignados a uno u otro
perfil de manera probablemente inequivoca (error 0%), pero luego de un protocolo de
estrés la asignacion de aves a alguna categoria lleva aparejado un error del 3%. Por otro
lado, a través de la interpretacién del porcentaje de variabilidad que explicaria cada EC, se
puede mencionar que previo al estrés el EC1 explicaba el 80% de la mismay luego el 60%.
Esto implica que luego del estrés se puede explicar un 20% menos de variabilidad

poblacional.
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9. Discusion general, conclusiones

finales y construcciones futuras.
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9.1 Discusidon General.

9.1.1 Definicién de variables para caracterizar un FINE en aves.

El primer aporte que reviste importancia de esta tesis consiste en la definicion de
las variables cuyo analisis posibilitaria definir un FINE en dos especies de aves de granja
que difieren en su grado de domesticacién y que han sido sometidas a diferentes
procesos de seleccidon por caracteres de interés: Coturnix coturnix y Gallus gallus. Si bien
este aporte se corresponde con un alcance principalmente tedrico es éste el que sustenta
el desarrollo de la presente Tesis. Para su realizacion fue necesaria una extensa busqueda
y revision bibliografica referida a desarrollos tedricos en las areas de la inmuno-
neuroendocrinologia de especies de vertebrados superiores (Besedovsky and del Rey,
2013; Besedovsky et al., 1975; Correa et al., 2007; Davison et al., 2011; Downing and
Miyan, 2000; Elenkov et al., 2008, 2000; Koolhaas, 2008; Ligier and Sternberg, 1999;
Mumma et al., 2006; Puvadolpirod and Thaxton, 2000; Shini et al., 2010a; Sternberg et al.,
1989). De este modo se logrd establecer un conjunto de variables principales y se
implementd la metodologia necesaria para su valoracion y posterior andlisis. En la Figura
8.1 se pueden visualizar de modo comparativo las variables empleadas en uno y otro

modelo de ave.

-

Coturnix coturnix Gallus ga-llus

CORT CORT
Linfoproliferacion Linfoproliferacion
Ac GRO Ac GRO

FLD Inn/Adq
IFN-y e IL-13 IFN-y
IL-13 e IL-4 IL-4

Figura 9.1: Resumen de las variables empleadas en cada modelo animal objeto de la presente tesis para
definir y estudiar los FINEs. Hormonales: niveles basales de corticosterona (CORT). Efectores de la
interaccion INE: linfoproliferacion ante la inyeccion de PHA-P, titulo de Ac inducidos por la inyeccion de GRO,
cocientes representativos de poblaciones leucocitarias (FLD o Inn/Adq). Mediadores de la interaccion INE:
IFN-y, IL-18 (pro-inflamatorios), IL-13 e IL-4 (anti-inflamatorios).
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9.1.2 Expresion de FINEs en condiciones basales en dos especies de

aves de granja: Coturnix Coturnix y Gallus gallus.

Para comenzar se resumira la configuracion de los perfiles en ambas especies de
aves empleadas como modelo en la presente tesis, en situaciones en que los animales no
fueron sometidos a estresores. Con este fin se han realizado las siguientes imdagenes a

modo ilustrativo de los fendmenos descriptos.

FDL

s IL-1f

—

I1.-13

IL-4
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SIMIL FISCHER SIMIL LEWIS

Figura 9.2: Representacion esquemadtica de los grupos extremos de animales que expresan uno u otro FINE

en aves de la especie Coturnix coturnix. Las variables seleccionadas para determinar la existencia de FINE se
encuentran rodeando cada animal y su tamafio relativo representa si ese grupo posee alto o bajo nivel de
respuesta en la variable citada. Hormonales: niveles basales de corticosterona (CORT). Efectores de la
interaccién INE: linfoproliferacion ante la inyeccion de PHA-P (LINFQ), titulo de Ac inducidos por la inyeccion
de GRO, cocientes de poblaciones leucocitarias (FLD). Mediadores de la interaccion INE (ARNm): IFN-y, IL-18
(pro-inflamatorios), IL-13 e IL-4 (anti-inflamatorios).
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Figura 9.3: Representacion esquemadtica de los grupos extremos de animales que expresan uno u otro FINE
en aves de la especie Gallus gallus. Las variables seleccionadas para determinar la existencia de FINE se
encuentran rodeando cada animal y su tamafio comparativo representa si ese grupo posee alto o bajo nivel
de respuesta en la variable dada. Hormonales: niveles basales de corticosterona (CORT). Efectores de la
interaccion INE: linfoproliferaciéon ante la inyeccion de PHA-P (LINFO), titulo de Ac inducidos por la inyeccion
de GRO, cocientes de poblaciones leucocitarias (Inn/Adq). Mediadores de la interaccién INE (proteinas
séricas): IFN-y (pro-inflamatorio) e IL-4 (anti-inflamatorio).
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Los hallazgos resumidos en las Figuras 9.2 y 9.3 amplian el alcance hasta donde la
nocion FINE podria ser aplicada y considerada en futuros estudios. Haciendo una
comparacion entre las respuestas de las variables definidas para la caracterizacién de los
FINEs resulta importante destacar diversos aspectos comunes. En primer lugar, la
respuesta encontrada tanto de los efectores como de los mediadores INE se da en torno
al nivel basal de CORT. Esta hormona es un representante clave del eje HPA y por ende
resulta vital en las interacciones INE y ademads es la misma hormona considerada basal en
la configuracion del paradigma LEW/F344 (Bhatnagar and Meaney, 1995; Dominique
Hazard et al.,, 2008; Koolhaas, 2008; Sternberg et al., 1989). En segundo lugar, la
proporciéon de la poblaciéon que expresa uno u otro perfil respecto al total poblacional es
siempre cercana al 15% (30% en conjunto), independientemente de la especie animal con
la que se trabaje, lo que podria ser considerado como una estrategia fisiolégica comun en
los grupos animales estudiados hasta el momento. En tercer lugar, amerita destacar el
hecho que ambos tipos de perfiles caracterizados en las 2 especies de aves estudiadas se
manifiestan de modo tal que desarrollan un paralelo o nexo existente en aves con el
paradigma LEW/F344 de mamiferos (Elenkov et al., 2008; Sternberg and Hill, 1989;
Sternberg et al., 1989).

Las consecuencias de la ocurrencia de FINEs como un fendmeno en las especies
aviares podria revestir gran importancia como una estrategia evolutiva (ver mas abajo).
Este hecho sugiere la existencia de animales adultos dentro de una poblacién con
diferente disposicién de las interacciones INE. La ventaja de distintos y coexistentes FINEs
puede ser una mayor capacidad como grupo para hacer frente a una amplia gama de
desafios que exijan respuestas plasticas en el contexto de la interaccidn INE. En este
sentido una poblacién homogénea que expresara un solo FINE podria encontrar esta
posibilidad plastica de respuesta limitada, lo que representaria una gran desventaja.

Haciendo una aproximacion desde la perspectiva de la ecologia de poblaciones,
existe la posibilidad de considerar los grupos de aves en andlisis en el marco de la
propuesta de Pedersen y Fenton (2007) de sistemas de multi-huéspedes con potenciales
multi-patégenos (Cox, 2001; Kaufman, 2010; May, 2006; Pedersen and Fenton, 2007). Si
bien el modelo planteado en 2007 hace referencia principalmente a patdgenos

parasitarios, para la discusion presente se propone ampliar la gama de patégenos para
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incluir virus, bacterias, protozoos ademas de parasitos. De esta manera, si se piensa a las
relaciones entre los patégenos y los huéspedes como una cadena tréfica se podrian
modelar a los primeros como presas y a los segundos como predadores. Para ser mas
especificos, los predadores serian los componentes de defensa del huésped que entran
en juego para defenderse del patégeno y “consumirlo”. Estos ultimos ocuparian el lugar
de presas en el contexto en el cual nos basaremos para la siguiente discusion. La riqueza
del eslabon tréfico de predadores estara dada por las capacidades de cada individuo si se
hace un analisis a escala individual, o por las capacidades de la poblacidon si esa es la
escala escogida para el andlisis. A escala individual, los diversos componentes del sistema
de respuesta de los animales serian comparables a predadores diferentes en el gradiente
de especialista a generalista, con potenciales interacciones entre ellos. Por ejemplo una
respuesta sistémica de aumento de temperatura (fiebre) seria una estrategia generalista,
mientras que la respuesta especialista opuesta se daria por anticuerpos contra un
determinado antigeno. La riqueza de las presas en estas interacciones trdficas seria la
carga patogénica del ambiente en donde se analice la interaccidon (Cox, 2001; Kaufman,
2010; Pedersen and Fenton, 2007). Ademas que también existe la posibilidad de diversas
interacciones entre los componentes de este eslabédn como la competencia, la facilitacion
(mecanica o fisioldgica), etc. Resulta de importancia destacar un concepto: el nivel tréfico
correspondiente a la presas consumiria y obtendria energias de un nivel basal que estd
constituido por los recursos del huésped que los patégenos buscan (May, 2006; Pedersen
and Fenton, 2007). Trasladando estos conceptos a la expresién poblacional de diferentes
FINEs en una poblacién de aves como las analizadas en la presente tesis, como estrategia
poblacional resulta beneficioso ampliar la gama de predadores para una estrategia de
control de patdgenos. Esta estrategia clasificable como “de arriba hacia abajo” (del inglés
“Top-down”) se basaria en la existencia de una diversidad de predadores que amplifica la
gama de recursos para enfrentar un mayor numero de desafios. Estos diferentes
predadores se traducen fisioldgicamente en los diversos arreglos INE plasmados en
distintos FINEs.

No es posible hacer juicios evolutivos basados en los resultados obtenidos ya que
los métodos nos limitan y seria demasiado pretencioso. Sin embargo, vale la pena
proponer que la expresidn poblacional de FINEs parece ser compartida en 4 especies de

animales vertebrados superiores que pertenecen a dos linajes evolutivos diferentes:
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Homo sapiens sapiens, Ratus norvegicus (ambos mamiferos), Gallus gallus y Coturnix
coturnix (aves). Merece destacar que la estrategia fisioldgica que subyace a los FINEs se
ha manifestado de modo consistente en un mismo porcentaje. Los reportes de
investigadores que trabajan con modelos animales mamiferos también indican que los
fenotipos se expresan de modo espontdneo en el 14 a 16% de una poblacion (Elenkov et
al., 2008; Sternberg et al., 1989). Intentando darle una explicacién a la consistencia del
fenédmeno se hard un analisis desde un punto de vista energético, contextualizando la

I “"

discusidon ahora en el marco del “presupuesto” que los animales poseen en cuanto a
recursos y las demandas en las que finalmente lo invierten. Segun la “teoria de asignacion
de recursos” planteada en 1993, los recursos disponibles en un ambiente favorable se
invierten en incrementar el fitness (Eraud et al., 2008; McNamara, 2005; Rauw, 2012;
Schiiltz and Jensen, 2001; van der Most et al., 2011). Las respuestas finales del sistema
INE que impliquen estados pro-inflamatorios, es decir aquellas donde predomine un perfil
Th1l se han descripto como respuestas mas costosas de activar y mantener por la
maquinaria fisiolégica que requieren que las respuestas opuestas donde la estrategia sea
menos inflamatoria. Sin embargo, la ontogenia y crecimiento de los animales cuya
polarizacién se encuentra balanceada hacia Th2 seria mas demandante de llevar a cabo
que la ontogenia de los organismos con respuestas opuestas (Kogut and Klasing, 2009;
Rauw, 2012; Viney et al., 2005). Consecuentemente las aves simil-Lewis tendrian una
mayor demanda metabdlica a la hora de responder a los desafios que aquellas simil-
Fischer, siendo las Fischer las que tendrian mayor demanda a lo largo de su
desarrollo/crecimiento. En este contexto el porcentaje basal de FINEs polarizados

III

expresados en una poblacidon de animales en condiciones “control” (mas bajo comparado
con el que se observa luego de la exposicién a estresores) podria considerarse como un
balance de gasto energético, donde se compensarian los efectos de la demanda
metabdlica de cada fenotipo con las funciones potenciadas de las diferentes ramas de la
INE que preponderan en cada uno. En este mismo sentido, se sabe que mantener un
sistema en una determinada polarizacion, sea cual fuera, tiene una demanda metabdlica
determinada, la cual es producto de la movilizacién de células, producciéon de moléculas,
etc. que involucra la misma (Adelman and Ardia, 2014; Colditz, 2008; Degen et al., 2005;
Murphy, 2009; Viney et al., 2005). Asi, el porcentaje de individuos que en situacion

control no pertenecen a los grupos que manifiestan FINEs extremos estarian en
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condiciones de consumo de recursos menores a los grupos extremos, lo que podria
interpretarse quizas como una compensacion a nivel poblacional del gasto energético. Es
decir, en la poblacidn, un grupo menor de animales permanecera fisiolégicamente en uno
u otro extremo de polarizacién siendo beneficioso poder responder de manera mas
rapida a una invasién del tipo que requiera respuesta de uno u otro perfil presente. Como
ese estado de polarizacion demanda mayor energia que la no-polarizacién INE, sélo se
deberia expresar en un porcentaje relativamente menor de la poblaciéon (30%). Esto
estaria sustentado por trabajos tedricos que indican que partiendo de la base de que la
respuesta inmune tiene un costo, una respuesta inmune que sea parcialmente efectiva
(no totalmente polarizada) podria asegurar el mayor “fitness” a la poblacion (DeWitt et
al., 1998; McNamara, 2005; Medley, 2002; Viney et al., 2005). En la seccién posterior se
presenta una discusion sobre los potenciales beneficios o implicancias que podria tener la
modulacion de la expresion de los fenotipos por situaciones de estrés. Pensando los
resultados desde un punto de vista evolutivo nuevamente, los estudios futuros podran
confirmar si la expresién de FINEs constituye una estrategia compartida entre mamiferos,
aves y su ancestro comun reptiliano o si en realidad constituyen los resultados
independientes de la interaccién de los sistemas inmunoldgico, nervioso y endocrino en
cada linaje. Teniendo en cuenta los avances que se han logrado en materia de
interacciones INE en base al paradigma LEW/F344 (Sternberg et al., 1989; Wei et al.,
2003; Zelazowski et al., 1992)., es posible pensar en alcances similares en el estudio de los
mismos en modelos de aves. Es decir, utilizando cepas de aves criadas y seleccionadas por
sus perfiles INE se podria avanzar en el conocimiento relacionado a la susceptibilidad a
diversas infecciones, o bien a enfermedades autoinmunes y también a tumores inducidos

de manera experimental

9.1.3 Expresion de FINEs y modulacidn por estrés cronico en aves de
granja que poseen diferente tiempo de domesticacidon: Coturnix coturnix y

Gallus gallus.

A partir de los resultados obtenidos en cada experiencia en particular y las
conclusiones obtenidas, vale la pena hacer una comparacion entre las experiencias que

involucraron estrés de tipo cronico. Teniendo en cuenta la distribucion de cada FINE
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extremo, el estresor podria haber funcionado como una fuerza de tipo disruptiva en
cuanto a la manifestacion de fenotipos en las poblaciones de aves estudiadas (Carroll et
al., 2004; Futuyma, 1998; Hartl and Clark, 2007). Esto se sefiala principalmente debido a
gue los animales que en un comienzo representaban un FINE polarizado dado abarcaban
aproximadamente el 14-16% (cada uno) del total de individuos de las poblaciones
estudiadas. Luego de los protocolos de estrés cronico empleados, los mismos estan
representados por aproximadamente un 24-28% (cada uno) de la poblacion. Esto va en
detrimento del numero de individuos que no manifiesta un perfil polarizado (sobre el
grupo de animales que poseen respuestas intermedias de las variables analizadas para
determinar los FINEs). Esto sugiere que el estresor produce un cambio en las frecuencias
relativas de animales expresando uno u otro FINE. El caracter disruptivo estaria definido
entonces en base a que los aumentos de los fenotipos extremos se dan de modo
balanceado, no pudiendo diferenciarse de manera significativa entre uno u otro perfil.
Merece la pena rescatar que el aumento observado en la frecuencia de los FINEs
extremos fue a expensas del grupo de animales clasificados como poblacién intermedia.
Este grupo entonces podria estar funcionando como un “reservorio” poblacional, a partir
del cual se pueden derivar configuraciones extremas de la interaccién INE cuando sea
requerido. Una situacién que lo requiera puede ser por ejemplo el desafio a la interfaz
INE que implica un estresor crénico como los empleados en la presente Tesis. En este
sentido, vale destacar que los estimulos empleados como desafios ambientales fueron
estresores que estimularon los componentes del macro-sistema INE de una manera
parcialmente direccionada. En este sentido y como se describiera en la introduccion
tedrica, los estresores son integrados a nivel del eje HPA como representante por
excelencia de la interaccion INE. Por ende este eje y su respuesta podrian ser
considerados como el punto de partida del impacto de los estimulos empleados, que
luego se transmitieron de acuerdo a las particulares interacciones fisioldgicas a las demas
variables intervinientes en la configuracién de los fenotipos en estudio. Se menciona esto
ya que existe la posibilidad de que otro tipo de desafio estimule diferencialmente el
“reservorio” poblacional obteniendo como resultado una induccién de caracteristicas no
disruptivas. Podria por ejemplo suceder que la modificacion en la distribucion de FINEs se
dé de modo direccional hacia uno u otro FINE extremo. Este escenario de respuesta

fisioldgica podria suceder en el caso de que se emplee como desafio la induccién de una
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patologia como una parasitosis. Esta requiere principalmente de la movilizaciéon de
mecanismos anti-inflamatorios y de una polarizaciéon de tipo Th2 marcada (Cox, 2001;
Degen et al., 2005; Ruff, 1999; Scott, 1989). En este caso, probablemente el fendmeno
encontrado a nivel poblacional seria una induccion de tipo direccional con aumento de la
frecuencia relativa de las aves simil-Fischer, ya que estas serian las mas aptas para la
resolucién de la situacién propuesta como desafio. Nueva experimentacion debe ser
realizada para confirmar dichas hipdtesis.

Teniendo en cuenta el conjunto total de individuos que expresan algun FINE
extremo y analizando la distribucién de los mismos en cada una de las poblaciones
estudiadas se encontré que aproximadamente un 30% de los animales expresa alguno de
los FINEs extremos de modo basal (capitulos 5, 6 y 7). Luego de un estrés crénico como el
gue los animales atravesaron, un mayor porcentaje (cercano al 50%) de la poblacién
expresd alguno de los FINEs extremos en la poblacién (capitulos 6 y 8). Por ende
podriamos mencionar, con todas las precauciones del caso, que un estresor de tipo
cronico seria un inductor de la expresién de FINE en una poblaciéon de aves como la
estudiada. El estudio estadistico de las proporciones previo y post-estrés indicé que las
mismas cambiaron por ende el caracter inductivo estaria fundamentado en que el
porcentaje de poblaciéon expresando algin fenotipo extremo aumenta de manera
significativa luego del estrés. Las implicancias de este fendmeno a nivel de una poblacidn
se han mencionado en la seccidn correspondiente, y se retomaran los puntos mas
relevantes. La presidn que implica el estresor en la poblacién tendria como consecuencia
casi una duplicaciéon de los individuos manifestando este fendmeno y puede presentar
implicancias de tipo adaptativo/evolutivas. Se resalta este concepto pensandolo como
una posible estrategia de afrontamiento a desafios, ya que ante un cambio en las
condiciones ambientales y las demandas fisioldgicas que esto implica, se ven modificadas
las frecuencias de expresion los perfil como respuesta pldstica final que resume el
impacto sobre cada una de las variables que estan involucradas en la definicidon de los
FINEs.

Viney et al. (2005) plantean que una de las situaciones biolégicamente mas
relevantes sucede cuando los recursos disponibles se encuentran de modo limitante. Es
en este momento cuando la eleccidn del gasto de esos recursos se vuelve mas dificil para

los individuos que atraviesan dichas situaciones (Viney et al., 2005). De esta manera, las
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diversas consecuencias de una disponibilidad sub-éptima de recursos se hacen
manifiestas. La situacion de estrés crénico a las que las aves fueron sometidas de modo
deliberado podria considerarse una situacién de recursos limitantes y de desafios en la
asignacién de los mismos, partiendo de la base de que fueron alteraciones en la
homeostasis de los individuos (Cannon, 1915; Dohms and Metz, 1991; Jones, 1989; Siegel,
1980). Frente a esta situacion la respuesta poblacional fue la maximizaciéon en la
expresion de FINEs, lo cual podria ser entonces una estrategia para compensar la alterada
disponibilidad de recursos. Podriamos enmarcar esta respuesta en la teoria de “Defensa

|II

Real” planteada por Buehler et. al en el afo 2010 para animales que a lo largo de tiempos
ecolégicos o evolutivos encuentran desafios con los que deben lidiar. En general, y en
particular, en cuanto a respuestas INE existiria un capital energético en base al cual
responder a diversos desafios, los cuales seran resueltos en funcién de las capacidades
reales de respuesta (Buehler et al., 2010; Scheiner and Willig, 2007). Las poblaciones de
aves estudiadas y sometidas a estrés de tipo crénico encontraron una situacién de
presion frente a la cual la respuesta consistente fue el aumento del porcentaje de
individuos expresando ambos FINEs extremos. Es decir esta seria la respuesta real en el
contexto INE de las poblaciones estudiadas. Las consecuencias de esta respuesta pueden
ser analizadas nuevamente en el marco poblacional (May, 2006; Pedersen and Fenton,
2007). Luego de haber atravesado una situacion de desafio, la alteracién de las
frecuencias relativas de individuos expresando uno u otro perfil podria fomentar que ante
una potencial amenaza a la poblacidon el eslabén que corresponderia a las diversas
opciones de defensa de la poblacién como un todo se encuentre mas balanceado en las
frecuencias relativas de sus representantes.

Teniendo en cuenta las posibles situaciones a suceder luego de la alteracién de las
frecuencias relativas de los FINEs en las poblaciones de aves producto del estrés de tipo
crénico, plantearemos a modo de situacién hipotética un cuello de botella. Asi, un mayor
numero de individuos de los FINEs extremos podria superar una situacién de desafio,
reduciendo las potenciales consecuencias de un fendmeno de este tipo y favoreciendo
por ende la continuidad en la expresién de simultaneos y diversos FINEs de la especie
(Carroll et al., 2004; Futuyma, 1998; Hartl and Clark, 2007). Esto es muy importante ya
gue cada grupo de animales con uno u otro FINE caracteristico es a su vez un conjunto de

aves en el cual la interaccion de los sistemas inmune, nervioso y enddcrino funcionaria de
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modo cohesivo, con caracteristicas diferentes y particulares. Esta idea implicaria entonces
que ante un estresor de tipo crénico las frecuencias relativas de cada FINE extremo
aumentan. De esa manera el sustrato fisioldgico sobre el cual los desafios ambientales
actuan tiene mejor representados los posibles FINEs existentes en la variabilidad
poblacional total, por estar numéricamente mas balanceados los representantes de cada

FINE en la poblacién.

9.1.4 Domesticacién y expresion de FINEs en aves de la especie

Coturnix coturnix y Gallus gallus.

La domesticacion ha sido definida como el proceso a través del cual una poblacién
de animales es genéticamente modificada (fenotipicamente por ende) como resultado de
una seleccién artificial producida por el hombre (Schiiltz and Jensen, 2001). Se ha
informado que estos procesos de seleccidon por determinados caracteres de interés han
llevado aparejada la modificacién de otros caracteres que podrian considerarse
secundarios frente al de interés (Adriaansen-Tennekes et al., 2009; Bayyari et al., 1993).
Esto podria estar fundamentado en que la seleccidén artificial puede resultar en una
asignacion preferencial de recursos a los caracteres de importancia, dejando a los
animales sin la posibilidad de responder adecuadamente a otras demandas, en particular
aquellas relacionadas a caracteres no perseguidos por el proceso de selecciéon (Rauw et
al., 1998; Rauw, 2012). Un meta-andlisis indica que la seleccién en aves de granja por
crecimiento acelerado ha tenido un efecto negativo sobre la funcién inmune (van der
Most et al., 2011). Por ejemplo, la seleccién de pavos por mayor masa corporal y
produccién de huevos culmind en una poblacién de individuos con su funcién inmune
reducida y con mayor susceptibilidad a infecciones (Bayyari et al., 1993) y a su vez la
seleccion de pollos parrilleros por tasa de crecimiento acelerada muestra reducida su
respuesta humoral a GRO (Miller et al., 1992). En el caso de la presente tesis, se registra
una diferencia en el porcentaje de expresién de FINEs que existe en la poblacion de aves
de la especie Gallus gallus (58%) y de la especie Coturnix coturnix (46%) luego del estrés
de tipo crénico empleado. Los procesos de domesticacion han sido largos para ambas
especies de aves empleadas en la presente tesis, pero la especie Gallus gallus ha sido

criada en cautiverio desde mucho tiempo antes que Coturnix coturnix y bajo una muy
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significativamente mayor presion de seleccién a través de empresas comerciales (por ej.
Cobb, Ross, Arbor Acress o Hy-Line como en el caso de esta Tesis) dedicadas directamente
a la produccién de aves con genotipos que permitan una mejor productividad bajo cria
intensiva. Se podria plantear que la diferencia en el porcentaje poblacional de animales
de ambas especies que manifiestan FINEs luego de un estrés de tipo crénico (58 vs. 46%)
podria ser una variable que esté afectada por el tiempo de domesticacion de las aves. Los
analisis realizados implican que estos valores se diferencian entre si mediante una fuerte
tendencia estadistica. Lo mencionado implica indirectamente que las variables
seleccionadas para definir y caracterizar cada FINE también han sido modificadas de
manera diferencial por el proceso de domesticacion y cuanto mds domesticada o
seleccionada ha sido la especie, mayor es el porcentaje de la poblacién que muestra
fenotipos extremos cuando es sometida a algin estresor de tipo crénico. Esto tendria
sentido ademas en el marco de uso de recursos planteado previamente ya que segun
Buehler et al. el capital en base al cual se responde a los desafios ambientales tiene dos
componentes: el ecoldgico y el evolutivo (Buehler et al., 2010; Scheiner and Willig, 2007).
El primero debe analizarse en tiempos y espacios de la ontogenia de los individuos de la
poblacién, considerando los recursos energéticos presentes, los procesos de
reproduccién, forrajeo, etc. El segundo se analiza en tiempos generacionales o evolutivos
y tiene en cuenta el efecto materno, el pool génico, los procesos de cuello de botella,
seleccion direccional, etc. Es factible pensar que ambos capitales sean diferentes hoy para
las 2 especies en analisis, ya que sus procesos de domesticacion no han sido fenédmenos
idénticos y tampoco lo son las condiciones de cria que se consideran éptimas para cada
una en la actualidad. Esto ultimo podria explicar su diferencia en la respuesta como
poblacién al estrés de tipo crénico. Sin embargo, también podria pensarse que las
diferencias numéricas observadas en los porcentajes de fenotipos extremos puede ser
una respuesta que depende de cdmo las aves perciben a los estresores y/o a la diferencia
en las caracteristicas de los estresores aplicados en esta Tesis. En un caso estrés crénico
variado e impredecible, en el otro es un estresor de tipo social, fijo y en algunos periodos
de tiempo también aplicados impredeciblemente. Evidentemente, mas experimentacion
es necesaria para dar mas sustento a una u otra hipdtesis, lo cual podria incluir in
experimento exclusivo que respete las condiciones de cria de cada especie y que unifique

el estresor empleado.
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9.1.5 Variabilidad, estrés crénico y expresion de FINEs.

Haciendo referencia a la informacion brindada por cada uno de los analisis
multivariados empleados, se puede notar un aumento en el error que predicen las
pruebas de andlisis discriminante post-estrés (luego del protocolo seria mayor el error en
la asignacién de un nuevo individuo a uno u otro FINE). De una manera practica esto
implica que en condiciones control los hipotéticos animales nuevos serian asignados a
uno u otro perfil de manera practicamente inequivoca (error de asignacion de 0% segun
el andlisis discriminante) mientras que un protocolo de estrés modificaria de manera tal
las relaciones entre las variables que la poblacion se vuelve mas dificil de predecir. Por
otro lado, interpretando el porcentaje de variabilidad que explica cada eje candnico,
previo al estrés el EC1 explicaba el 82% de la misma y luego el 60%. Asi, luego del estrés
se puede explicar un 22% menos de variabilidad poblacional a través de la funcién que
sintetiza el EC1, que es la mejor funcién para explicar el mayor porcentaje de variabilidad
en base a los datos. Continuando con la informacidon brindada por el analisis de
componentes principales, vale recordar que esta metodologia estadistica siempre resume
en el primer componente la mayor cantidad de variabilidad posible (en base a las
variables clasificatorias empleadas). Resulta interesante destacar que en ambos modelos
animales estudiados el CP1 previo estrés siempre logra explicar mayor porcentaje de la
variabilidad total entre los datos que el mismo CP luego del protocolo de estrés. En el
caso de Gallus gallus el detrimento numérico en la capacidad explicativa del CP1 es del
34,7 al 27,8%, esto implica que el CP1 disminuye en un 7% su capacidad. Para el caso de
Coturnix coturnix la disminucion es del 48,2 al 40,2% (8%). Este dato refuerza la idea de
gue el estrés tornaria a la poblacién mas dificil de explicar, por ende seria l6gico también
gue como consecuencia de esto, sea mas dificil efectuar predicciones en base a los datos
y sus relaciones. Considerando el grado de domesticacion de las especies estudiadas,
cuanto mds domesticada o seleccionada ha sido la especie, pareceria que es mas dificil de
predecir el perfil fenotipico que mostraran las aves dentro de la poblacidon. Desde esta
perspectiva, la domesticacién como proceso puede a su vez pensarse como un “cuello de
botella forzado y dirigido”, impuesto artificialmente. A lo largo de este proceso, las
presiones ambientales siempre favorecerian en principio aquellas caracteristicas que de

modo deliberado se persiguen, pero como ya se ha mencionado, muchas veces se han
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encontrado detrimentos en las capacidades de respuesta de otras variables que no
constituian el objeto de la presién (Bayyari et al., 1993; van der Most et al., 2011). En este
caso, podria especularse que la respuesta de la poblacidon sometida a un cuello de botella
de este tipo podria estar manifestando algln tipo de mecanismo compensatorio a nivel
INE favoreciendo la maximizacién de fenotipos disponibles dentro de la poblacién y por
ende, permitiendo que responda de una forma mas eficiente ante un futuro desafio
ambiental que implique un nuevo cuello de botella. El analisis realizado comparando la
proporciéon de poblacion intermedia que luego del estrés cambia a un fenotipo extremo
indicé que esta proporcion es significativamente mayor en las aves de la especie Gallus
gallus. Esto complementaria lo argumentado previamente ya que el tiempo de

| "

domesticacion de las especies implicaria mayor tiempo frente al “cuello de botella
forzado vy dirigido”, por ende una posible respuesta de las aves a esta condicién puede
quizds haber sido la posibilidad incrementada de cambio de una poblacién intermedia a
un FINE extremo para de este modo contrarrestar los efectos de la presién direccionada

que implica la domesticacién.

9.2 Discusion final.

Como cuerpo de informacién generado y a partir del proceso que implica el
desarrollo de los conocimientos cientificos se puede mencionar que se ha logrado
contribuir al conocimiento general sobre la potencial existencia de FINEs y su relacion con
el estado de estrés en aves, empleando como modelos animal 2 especies de aves que
difieren notablemente en su grado de domesticacion: Coturnix coturnix (codorniz) y Gallus
gallus (gallina). El enunciado citado constituye el objetivo general de la presente tesis y al
haber sido cumplido se ha ampliado el alcance del conocimiento sobre la biologia de este
fenédmeno en aves de granja. El hecho de haber descripto los FINEs en 2 especies de aves
pone por primera vez de manifiesto estas asociaciones entre los diferentes sistemas vy
componentes de la interaccion INE y en ambas de un modo consistente.

En la literatura se han empleado diferentes términos como “personalidad”,
“temperamento” o “estilo de afrontamiento” para definir conjuntos de respuestas
comportamentales y fisioldgicas caracteristicas de un animal frente a situaciones de

estrés (Cockrem, 2007; Dingemanse et al., 2007; Dominique Hazard et al., 2008; Jones et
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al., 2000; Koolhaas, 2008). Un concepto similar a éste pero que hace referencia al
fendmeno a nivel poblacional es el de “sindrome comportamental” (SC). Los individuos de
la misma especie, a la misma edad y en similares condiciones, generalmente difieren en
su comportamiento (Wilson, 1998). Por ejemplo algunos son mds agresivos que otros
frente a diversos estimulos ambientales. Los SC tienen lugar cuando esas diferencias se
hacen manifiestas de modo consistente a través de diferentes contextos a lo largo de la
ontogenia (Dingemanse et al., 2007). Al hacer referencia a respuestas que poseen un
rango de variabilidad que se mantiene a lo largo del tiempo y de diferentes situaciones, la

Ill

respuesta de cada individuo es el “tipo de comportamiento” y el conjunto de individuos
gue expresan de manera consistente determinado “tipo de comportamiento” constituyen
el sindrome (Bell, 2007). De este modo queda claro cémo los SC son una propiedad
poblacional que se basa en la variabilidad de respuestas posibles y la consistencia de las
mismas a lo largo del tiempo. Interpretando los resultados obtenidos en la presente tesis
en este marco conceptual podriamos hacer una interpretacion fisiolégica de los SC. Se
han evaluado poblaciones de congéneres de aves en diferentes situaciones, como ser:
una situacién basal y una situacién de estrés crénico. En ambas situaciones se han
encontrado individuos que difieren en su respuesta en todas las variables analizadas de la
interaccion INE (variabilidad), lo cual se traduce en individuos con diferentes FINEs
caracterizados como simil-Fischer y simil-Lewis (haciendo un paralelismo con modelos
animales mamiferos). Este conjunto de respuestas se ha mantenido de modo consistente
a través de estas situaciones en ambas poblaciones, siendo la gran mayoria de las aves,
las mismas que expresan previo y post-estrés uno u otro FINE (consistencia). Luego de
todos los andlisis realizados hasta aqui, podria considerarse a los fenotipos en estudio una
caracteristica poblacional, manifestada de manera sostenida en las diversas situaciones
analizadas. Por ende y realizando un paralelismo con la bibliografia existente podrian
constituir un “sindrome fisiolégico” si se permite proponer el uso del término. Un
caracter fundamental en la definicidon de estos sindromes a nivel comportamental es la
consistencia del fendmeno a nivel individual. El andlisis de proporciones de aves
expresando uno u otro FINE extremo previo y post estrés indicé que para el caso de
Gallus gallus el 88% de las aves mantienen su fenotipo y en el caso de Coturnix coturnix el
porcentaje aumenta hasta alcanzar el 93% de los animales. Estos datos sustentan

entonces la idea de “sindrome fisioldgico” propuesta evidenciando la consistencia de la
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expresion de FINEs como caracteristicas emergentes en la interaccién INE de las especies
de aves estudiadas.

Segun el analisis de diversos autores, en una situacién ideal los individuos serian
ilimitadamente plasticos y se ajustarian a las situaciones en que se encuentren sean
cuales fueran (Bell, 2007; Kaufman, 2010). La existencia de asociaciones de respuestas
que se mantienen consistentemente dentro de ciertos rangos como los fenotipos que se
han descripto hasta el momento implica que la situacién real dista de la ideal planteada
previamente. Es decir que los individuos no son infinitamente pldasticos, quizas
principalmente por el elevado costo que tendria la maquinaria sensorial y regulatoria de
la plasticidad (DeWitt et al., 1998). Al tener las posibilidades de respuesta parcialmente
limitadas dentro de uno u otro conjunto de FINEs, la presencia persistente de diversos
arreglos a lo largo del tiempo seria quizds una buena estrategia a nivel poblacional para
enfrentar diversos desafios. Se definiria entonces a la presencia de diferentes y
coexistentes FINEs como una estrategia poblacional para lidiar con los constantes vy
diversos desafios y demandas ambientales que implica el desarrollo de los organismos.
Sin embargo, vale en este punto hacer una salvedad importante referida a la plasticidad a
nivel poblacional. En la seccidén 9.1.3 se hizo referencia al grupo de animales intermedio
en las poblaciones de aves estudiadas como un “reservorio” poblacional. A partir del
mismo, nuevos individuos con FINE extremo se hacian manifiestos luego de las
alteraciones fisioldgicas que el desafio ambiental de un estresor implicé. Estos individuos
gue previo estrés pertenecen a la poblacién intermedia y que luego del mismo expresan
algln FINE extremo son aquellos que hacen patente el fendmeno de plasticidad en la
interfaz INE, modificando de modo tal la interaccién entre las variables constitutivas del
fenotipo ante una situacién de estrés, que luego del mismo dejan de pertenecer a la
poblacién intermedia y expresan un FINE extremo. Evidentemente los animales
significativamente mas plasticos son los que componen la poblacién intermedia
denominada “reservorio”, ya que los animales extremos cambian su fenotipo en un

Ill

porcentaje significativamente mas bajo (solo del 2 al 5%) que los del “reservorio” (del 35
al 40%). Entonces, el hecho de que aun después de un fendmeno de presidn ambiental
como cualquiera de los estresores empleados el grupo mas abundante sea el intermedio
puede ser interpretado también como una estrategia poblacional. La mencionada

estrategia aseguraria que aun luego del desafio el grupo mas abundante siga siendo el
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gue posee la mayor plasticidad de respuesta. Es decir que después de una presién
ambiental la poblacién no se polariza totalmente a dos extremos en la interaccién INE,
sino que se encuentra en una nueva situacion de compromiso. En esta nueva situacion el
grupo mas abundante, es decir el de respuestas intermedias o balanceadas en la

interaccidn INE, aseguraria por lo ya discutido a nivel poblacional el mayor fitness.

9.3 Conclusion final.

A modo de conclusién se podria mencionar que el estudio de vertebrados
superiores como aves y mamiferos ha llevado a la descripcion, profundizacion vy
caracterizacion de grupos animales con FINEs como una caracteristica emergente de las
interacciones entre los sistemas inmune, nervioso y enddcrino. Estos fenotipos pueden
ser considerados como una estrategia que abarca desde el nivel individual hasta el
poblacional. Vale la pena destacar entonces que la resolucién de todas aquellas
situaciones que demandan respuestas de la interaccion INE, consistentemente pueden
analizarse como el resultado de un necesario compromiso entre diversas caracteristicas
individuales que luego podran ser integradas en un nivel de andlisis superior a nivel
poblacional. En concreto en el caso de la presente Tesis y analizando poblaciones de
animales como las caracterizadas hasta aqui, se concluird mencionando que las
interacciones INE que tienen lugar en cada individuo poseen determinadas caracteristicas
de suma importancia, como ser:...

...Cierto nivel de variabilidad basal en las respuestas de los diferentes sistemas que
integran la relacidon INE, sobre el cual se sustenta la manifestacion de FINEs a nivel
poblacional. Estos fenotipos podrian ser considerados entonces la traduccién a nivel
poblacional de la variabilidad a nivel individual.

...Cierto nivel de consistencia sobre el cual se funda el fendmeno de sindrome
fisioldgico que se propone y sustenta en la presente Tesis y que se corresponderia con los
diversos FINEs encontrados, coexistiendo en simultdaneo en un momento dado de la
ontogenia de las aves y ademads a través del tiempo.

...Cierta capacidad de respuesta a estimulos ambientales que se constituye en el
sustrato de las modificaciones en las interacciones en la interfaz INE. Esta capacidad de

respuesta a desafios podria plantearse entonces como la base de la plasticidad descripta.
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Este conjunto de caracteristicas analizadas constituirian un degradé de
posibilidades de andlisis que recorre desde la escala individual hasta la poblacional,
siendo aspectos a tener en cuenta necesariamente para la aproximacién a cualquier
fendmeno bioldgico que se intente describir en la interaccion comun del macro-sistema

inmune-neuroenddcrino.

9.4 Potenciales construcciones futuras.

A partir de estas conclusiones surgen nuevos interrogantes por develar,
relacionados a diferentes aspectos de la naturaleza de los fenotipos en estudio y que
hacen a la biologia de los mismos. Muchas son las puertas que se abren en este momento
en relacion a potencialidades futuras, pero en particular resultaria interesante
complementar los conocimientos referidos a diversas dreas, como ser:

e Produccién: podrian estudiarse los FINEs de diferentes animales en condiciones
variadas de cria intensiva para conocer y caracterizar la posible susceptibilidad diferencial
de las aves en diversas situaciones y bajo variados procesos de manipulacion a los que
son sometidas de modo rutinario y que ocasionan estrés en las mismas, asi como a
diferentes enfermedades relacionadas con la cria.

¢ Fisiologia animal y fisiologia comparada: completando estudios a nivel celular
y molecular de los modelos descriptos en la presente tesis se lograrian estudiar las
relaciones entre un modelo in vivo de FINE y su correlato en estudios in vitro. El
conocimiento sobre las relaciones entre los 2 niveles de aproximacién permitiria hacer
comparaciones mas complejas con las descripciones que ya existen para animales de otro
linaje evolutivo: mamiferos. En este sentido podrian profundizarse en aspectos que ya se
manejan para mamiferos como por ejemplo: develar si la base de la diferencia
encontrada en CORT es producto de un defecto a nivel hipotaldamico en la secrecién de
hormonas inductoras de sintesis y liberacidn de corticoides adrenal. Estudiar también si el
mecanismo puede ser direccionado desde cada uno de los componentes del sistema INE
o si uno de ellos es troncal a la modulacién de los otros.

e Salud y bienestar: estarian desarrolladas las bases para el estudio de diversas
enfermedades que cursen con desbalances inmunoldgicos en modelos animales con

caracteristicas polarizadas como los descriptos en este estudio.
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e Evolutivo: seria de sumo interés complementar los estudios en niveles
diferentes de la escala evolutiva que se maneja actualmente, estudiando la presencia o
ausencia de estas configuraciones fisioldgicas en reptiles, anfibios o peces. Mas aun se
podria intentar determinar si en aves que no sean empleadas en procesos de produccion
estos fenotipos se también se expresan. Es decir si la expresion de FINEs como tales se
asocia del alguna manera al proceso de domesticacion al que tanto Gallus gallus como
Coturnix coturnix han sido sometidas.

e Ontogenia y heredabilidad: se ha determinado que los FINEs existen en los
modelos estudiados y que son susceptibles de variar ante situaciones como un estrés de
tipo crénico. Seria de gran interés determinar si la ontogenia de un animal es
acompafada a lo largo de su desarrollo por diferentes FINEs o si un animal posee un
Unico fenotipo expresado a lo largo de todo su desarrollo y es solo susceptible de
modificarlo ante presiones ambientales como un estresor. Esto daria ademas un punto de
conexién con los sindromes comportamentales estudiados actualmente en ecologia
donde se analizan las consistencias de diferentes respuestas a lo largo de la ontogenia de
los animales. A nivel de transmisibilidad de los arreglos inmunoneuroenddcrinos
estudiados, seria interesante conocer si existe heredabilidad de un determinado perfil o

fenotipo.
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