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RESUMEN

Los animales despliegan diversas estrategias para afrontar los desafios ambientales,
siendo moduladas por la respuesta de estrés. Un desenlace habitual de su accion sostenida
es la inmunosupresion, suponiendo consecuencias sobre la interaccion hospedador-
pardsito. En vista del rol de los roedores como reservorios de agentes infecciosos, se
evaluaron tres hipétesis: 1) los factores estresantes poseen un efecto diferencial sobre los
diferentes compartimentos del sistema inmune del roedor; ii) el incremento de un
compartimento especifico del sistema inmune redunda en la reduccién de otro, cuya
magnitud depende de la exposicion al estrés; iii) la inversion diferencial en los distintos
compartimentos del sistema inmune, influenciada por niveles de estrés, se encuentra
asociada al tipo e intensidad de agente parasitario presente. Las primeras dos hipdtesis se
abordaron mediante un experimento de estrés cronico con ratas de laboratorio, en el que
se evidencié que la exposicion prolongada a restriccidon alimentaria y/o conflicto social
resulté en diferentes patrones de inversion somatica, y en la estimulacién de la inmunidad
humoral innata y adquirida. La tercera hipotesis se evalu6 con un ensayo con roedores de
vida libre, en que se manipul¢ la disponibilidad de alimento. Este ensayo devel6 que la
densidad de individuos y la disponibilidad de recursos constituirian estimulos estresores;
difiriendo las estrategias de defensa segin especie y sexo del hospedador, y el tipo de
parasito. Estos hallazgos de ensayos con distinto grado de control y realismo, suscitan
nuevos interrogantes acerca de la interrelacion hospedador-parasito-ambiente,
expandiendo nuestra comprension sobre la susceptibilidad del hospedador y las dindmicas

parasitarias.



ABSTRACT

Animals display a series of strategies to cope with environmental challenges, which
are met in light of the stress response. A frequent outcome of its sustained action is
immunosuppression, which entails consequences for the host-parasite interaction. Due to
the importance of rodents as reservoirs of infectious diseases, three hypotheses were
evaluated: 1) stressors pose a differential effect on distinct compartments of the rodent’s
immune system; ii) the enhancement of a specific compartment of the immune system
results in the reduction of the other, and its magnitude depends on the exposure to stress;
iii) the differential investment on distinct compartments of the immune system,
influenced by the levels of stress, is associated with the type and intensity of the infectious
agent. The first two hypotheses were assessed with a chronic stress experiment with
laboratory rats, which evidenced that the prolonged exposure to food restriction and/or
social conflict resulted in different patterns of somatic investment and the increase of the
humoral immunity, both innate and acquired. The third hypothesis was evaluated with a
trial with free-ranging field mice, where food availability was manipulated. The later
revealed that density and resource availability constitute environmental stressors. The
defence strategies displayed differed according to host species and sex, but also the type
of parasite. These findings from trials with a diverse degree of control and realism, elicit
new questions about the host-parasite-environment interaction, expanding our

understanding of host susceptibility and the dynamics of parasites.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Ac: anticuerpos

AcNs: anticuerpos naturales
ASB: albiimina sérica bovina
CORT: corticosterona

CS: conflicto social, en el cual el mecanismo de estrés social estuvo determinado tanto

por inestabilidad social como hacinamiento (Blanchard y col., 2001) (Ver Capitulo II).
Ej.: ejemplo; por ejemplo
GCs: glucocorticoides
HCI: acido clorhidrico
HPA: eje Hipotalamico-Pituitario-Adrenocortical
h: hora
HRP: peroxidasa de rabano picante, del inglés “Horseradish peroxidase”.
pl: microlitro
min: minuto
mm: milimetro
nm: nanémetro
NK: células natural killers
OLS: 6rganos linfoides secundarios

RA: restriccion alimentaria, representada por el acceso a un 60% de la racion promedio

consumida por aquellos individuos con libre acceso al alimento (Ver Capitulo II).
r.p.m.: revoluciones por minuto

SAM: eje Simpatico-Adreno-Medular
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CAPITULOI

CAPITULO I

Introducciéon General

Los animales, tanto domésticos como silvestres, y al igual que los seres humanos, de
manera rutinaria deben enfrentarse a un ambiente en cambio constante (Wingfield, 2013).
Para ello, modifican su morfologia, fisiologia y comportamiento a lo largo de su ciclo de
vida (McEwen y Wingfield, 2010). Estas modificaciones o ajustes son rutinarios,
ocurriendo diariamente y, en algunos casos, de manera estacional (Boonstra, 2013a;
McEwen y Wingfield, 2010). Las dificultades ecoldgicas con las que cada organismo
debe lidiar habitualmente son las caracteristicas abidticas propias de su ambiente, la
competencia por recursos escasos (ej., alimento, refugio), el ambiente social
(competencia inter- e intra-especifica) y predadores (Boonstra, 2013a; Boonstra y col.,
2014). Ademds, deben considerarse la exposicion e infeccién por parésitos,
enfermedades, lesiones, entre otros (McEwen y Wingfield, 2010). En consecuencia, en
su ambiente natural, los organismos deben exhibir una vasta serie de adaptaciones que les

permitan hacer frente a esta amplia gama de dificultades (Boonstra y col., 2014).

Esto es particularmente cierto y notorio en un contexto de cambio global y climatico,
en que tanto los factores bidticos y abidticos se encuentran sufriendo modificaciones
rapidamente (Angelier y Wingfield, 2013; IPPC, 2014). Mayormente, estos cambios son
consecuencia de la actividad humana, que ocasiona destruccion y fragmentacion del
habitat, contaminacion, introduccion de especies exoticas y cambios en las caracteristicas
climaticas (Angelier y Wingfield, 2013). Existe cada vez mayor evidencia que demuestra
que el cambio climético resultard en mds y mayores eventos climéticos extremos
(Angelier y Wingfield, 2013; IPPC, 2014). La incidencia de catéstrofes climéticas (como
sequias, inundaciones, olas de calor o frio, tormentas) se ha incrementado unas 10 veces
en los ultimos 50 afios (IPPC, 2014). Aunque sus consecuencias sean dificiles de predecir,
es innegable que estas perturbaciones impactan sobre los individuos y las poblaciones,
alterando su relacion con el ambiente en que viven (Angelier y Wingfield, 2013; Martin
y col., 2010; Refsnider y col., 2015; Wingfield y col., 2011): se estimulan cambios en su
comportamiento, fisiologia o morfologia, en un intento de ajustarse a las nuevas
condiciones dominantes (Angelier y Wingfield, 2013; Wingfield y col., 2011). A su vez,
la combinacién de estos cambios bien puede amplificar o moderar los efectos de la
seleccidn natural actuante sobre los individuos y poblaciones afectados (Boonstra, 2013a;

Wingfield y col.,, 2011). El eje de estrés (ver a continuacién) desempefiard un rol

1
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primordial como mediador de los mecanismos fisiol6gicos que los organismos puedan
poner en juego para hacer frente a estos desafios, y asi incrementar sus posibilidades de

adaptacion (Angelier y Wingfield, 2013; Boonstra y col., 2014).
Estrés: breve revision de conceptos, fisiologia y consecuencias

Dado lo extenso del tema y la inmensurable bibliografia disponible, en pos de la
brevedad, limitaré esta revision a los principales aspectos que considero relevantes para
el desarrollo de esta tesis. Ademds, cabe consignar que el tema se abordard desde un punto

de vista ecoldgico.

A pesar de que generalmente la palabra “estrés” posee una connotacién negativa, el
estrés se encuentra presente de manera constante en cada aspecto de la vida (Dhabhar,
2014). Sin embargo, definir adecuadamente la palabra “estrés” nunca ha sido una tarea
sencilla (Bartolomucci, 2007; Beldomenico y Begon, 2015; Dantzer y col., 2014;
Romero, 2004): “todos dicen conocer lo que es el estrés, y nadie sabe lo que es” expresaba
en 1936 Hans Selye, precursor del término que actualmente usamos (en Bartolomucci,
2007), para reflejar la complejidad en torno al tema y la dificultad para brindar
definiciones precisas. En términos generales, el apelativo “estrés” se utiliza para describir
un estado de amenaza, real o percibida, para la supervivencia de un organismo o el
mantenimiento de su “homeostasis” (ver en “Glosario””) (McEwen y Wingfield, 2003;
Nicolaides y col., 2015). Adicionalmente, se refiere al evento, o sucesion de eventos, que
desencadenan cambios fisiologicos y/o comportamentales para ayudar a restablecer la
homeostasis del organismo, por sobre aquellos impuestos por el ciclo normal de vida

(Avitsur y col., 2009; McEwen y Wingfield, 2003).

Sin embargo, el término “estrés” se ha tornado ambiguo, ya que ha sido utilizado de
manera indistinta para referirse tanto al evento que lo desencadena, como a la respuesta
desencadenada y a la respuesta desproporcionada que culmina en enfermedad
(Beldomenico y Begon, 2015; Dantzer y col., 2014; McEwen y Wingfield, 2003; Romero,
2004). Por tanto, corresponde indicar que se denomina ‘“estresor” al estimulo, tanto
interno como externo, que es percibido y procesado por el organismo, y que luego es
capaz de alterar el estado de homeostasis y desencadenar la denominada “respuesta de
estrés” (aquellos mecanismos fisiolégicos, hormonales y comportamentales puestos en
juego para sobrevivir o recuperarse de las condiciones adversas impuestas por el estresor)
(Avitsur y col., 2009; Boonstra, 2013a; Nicolaides y col., 2015; Romero, 2004). En tanto,
Martin (2009) va mas alla al juzgar al estresor como un estimulo adverso que

2
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comprometerd la eficacia bioldgica, o “fitness”, del organismo si no es resistido o evitado
de manera exitosa. A modo de ejemplo, los estresores podrian incluir cambios
ambientales (como temperaturas extremas), dificultades fisiologicas (como escasez de
alimento o agua), cargas psicosociales (como conflictos sociales, presencia de
predadores) e incluso la infeccién por pardsitos (Avitsur y col., 2009; Beldomenico y

Begon, 2015; Boonstra, 2013a).

Segin Boonstra (2013a) los estresores pueden ser diferenciados en “reactivos” y
“anticipatorios” de acuerdo al grado de percepcién por parte del organismo. Los
estresores reactivos constituyen desafios fisiolégicos directos, que amenazan de manera
directa a la homeostasis (Sapolsky y col., 2000). A modo de ejemplo, incluyen estimulos
como frio, distrés respiratorio, dolor somatico o visceral, pérdida de sangre, y sefiales
concernientes a procesos infecciosos o inflamatorios (ej., citoquinas) y relativas al
balance de energia (glucocorticoides, insulina, leptina). Estos estresores desencadenan
respuestas que no requieren de un proceso cognitivo avanzado. En tanto que la segunda
clase, los estresores anticipatorios, son sefiales ambientales percibidas por el organismo
como una amenaza para la supervivencia o para el equilibrio homeostatico, por lo que
poseen una fuerte base psicolégica (Boonstra, 2013a). Estas sefiales estimulan una
respuesta anticipada a la amenaza (basada en la secrecién de glucocorticoides [GCs '),
sin necesidad de un perjuicio fisiolégico. Claramente, estas sefiales requieren que el
organismo “‘interprete” el significado de estas sefiales, lo que puede ocurrir como
consecuencia de respuestas innatas especificas de la especie en cuestion (ej., miedo

instintivo) o responder a experiencias previas (Boonstra, 2013a).

En cuanto a la caracterizacion de los estresores, uno de los puntos de mayor
controversia se refiere a su predictibilidad y la capacidad para controlarlos
(particularmente, la percepcion de poder hacerlo [Koolhaas y col., 2011]). Desde un punto
de vista biomédico, diversos autores indican que para ser considerado estresor el estimulo
debiera ser impredecible y/o incontrolable (Koolhaas y col., 2011; Martin, 2009; Romero,
2004). Una situacion impredecible se caracteriza por la ausencia de una respuesta

fisiol6gica anticipatoria; mientras que la pérdida de control se refleja en una recuperacion

! La abreviatura “GCs” hace referencia a los glucocorticoides de manera general,
indistintamente se trate de cortisol o corticosterona.
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demorada luego de la respuesta de estrés y por la presencia de adrenalina en la respuesta

(Koolhaas y col., 2011).

En el drea biomédica, la predictibilidad de un estimulo estresor es asociada a su
previsidn cognitiva luego de la exposicion repetida al mismo (Beldomenico y Begon,
2015; Koolhaas y col., 2011), lo que ocurre a lo largo de la vida del individuo
(Beldomenico y Begon, 2015). Esta habilidad de prever la demanda a la que se verd
expuesto el organismo le permite actuar de manera anticipada, lo que mejora sus
posibilidades de sobreponerse a la situacién y sobrevivir. En consecuencia, los estimulos
aversivos que son predecibles son menos propensos a ocasionar perjuicios al organismo
que aquellos impredecibles (Beldomenico y Begon, 2015). En tanto, desde el area de la
fisiologia ecologica, se utiliza el término “predecible” para aquellos desafios ambientales
que ocurren de manera regular a lo largo de la historia de vida de una especie (McEwen
y Wingfield, 2010; Wingfield, 2013), sin ponderar que quizds el individuo enfrente el
desafio una sola vez en su vida (Beldomenico y Begon, 2015). De acuerdo a lo expuesto,
lo mds probable es que un estresor impredecible sea incontrolable; sin embargo, en una
poblacidn natural, un estimulo predecible podria representar un estresor incontrolable. A
su vez, algunos factores ambientales podrian ser incontrolables para algunos individuos
pero no para otros, tornando la distincién entre controlable e incontrolable poco aplicable
a nivel poblacional (Boonstra, 2013a). Esto dependerd de factores propios del estimulo
(ej., intensidad), de las caracteristicas propias de cada individuo (ej., genotipo y fenotipo),

y las interacciones presentes (Beldomenico y Begon, 2015).

En concordancia con lo anterior, y de manera complementaria a la clasificacion
cualitativa de los estresores, los mismos también debieran ser considerados de acuerdo a
su dimension cuantitativa, es decir, su magnitud o intensidad (Koolhaas y col., 2011). La
interpretacion del organismo sobre la situacién puede variar entre el control total, un
control parcial o, por el contrario, la ausencia absoluta de control. Como tal, un estimulo
podria constituir un estresor moderado con consecuencias potenciales, o constituirse en
una amenaza directa que ponga en riesgo la supervivencia. Asi es como un estimulo
podria ser percibido como una demanda moderada por gran parte de la poblacidn,
mientras que para una fraccién de los individuos podria representar un estresor severo
(Beldomenico y Begon, 2015). Adn mds, enfrentado a una situacion estresante, la
interpretacion que realiza de ella el organismo parece contribuir a la gravedad de sus

consecuencias (Koolhaas y col., 2011; Romero, 2004).
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Por todo lo expuesto, es evidente la complejidad reinante al definir y brindar
precisiones sobre un estresor y su impacto. Mds aun considerando que la respuesta puede
variar entre individuos de una misma especie. Es por ello que cada caso y cada sistema
deben ser evaluados cuidadosamente, de manera de realizar las interpretaciones mas
acordes a la situacion. En este caso, y en concordancia con lo planteado por Beldomenico
y Begon (2015), se considerard estresores a aquellos estimulos que inciten una respuesta
que exceda la capacidad adaptativa del organismo (ver a continuacién), pero no
necesariamente como resultado de un estimulo considerado a priori como impredecible

y/o incontrolable.

Respuesta de estrés

En lineas generales, la “respuesta de estrés” consiste de una cascada de eventos
adaptativos, iniciada cuando un estresor es percibido por el organismo en cuestion
(Beldomenico y Begon, 2015). Existe consenso en reconocer que el organismo ejecuta
una serie de respuestas inespecificas ante el estrés, mediadas por reacciones
comportamentales y por la activacion de dos sistemas clave: el eje Simpatico-Adreno-
Medular (SAM) y el eje Hipotaldmico-Pituitario-Adrenocortical (HPA) (Angelier y
Wingfield, 2013; Beldomenico y Begon, 2015; Boonstra, 2013a; Boonstra y col., 2014;
Demas y col., 2011a; Koolhaas y col., 2011). Ambos sistemas poseen un rol primordial
en la regulacion de energia y la movilizacion de nutrientes y oxigeno a los tejidos
(Koolhaas y col., 2011). EI primero de estos ejes (SAM), regula principalmente los
cambios fisiolégicos asociados a una respuesta aguda, los cudles consisten en la
preparacion para “luchar o huir” (del inglés fight or flight) (Boonstra y col., 2014). En
cambio, si el estimulo estresor persiste, el eje HPA, a través de la secrecion de GCs, regula
la utilizaciéon de energia, pone en marcha procesos catabdlicos, y suprime aquellas
funciones fisioldgicas innecesarias para lidiar con el estresor (Boonstra y col., 2014). Esta
exposicion continua al estimulo estresor podria resultar en habituacién y declinacion
gradual de la respuesta, o en agotamiento del eje y eventualmente la muerte del individuo

(Beldomenico y Begon, 2015).

Mas alla de estos dos mecanismos centrales e inespecificos, actualmente se reconoce
la existencia de una amplia variedad de respuestas de estrés especificas (Avitsur y col.,
2009). De hecho, en afios recientes se ha reportado que estresores especificos inducen
respuestas fisiolégicas diferenciales, que incluyen activacién de patrones cerebrales,

expresion de receptores especificos y liberacién de neurotransmisores (Bowers y col.,
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2008). Incluso las respuestas puestas en marcha ante al estrés son dependientes del
contexto y reflejarian diferencias ambientales, temporales (ej., momento del dia,
estacionalidad, historia de vida), experiencia adquirida sobre estresores previos, contexto

social y variacién individual (Bowers y col., 2008; Romero, 2004; Romero y col., 2015).

Con respecto a la respuesta de estrés, habitualmente se la analizaba en el contexto de
la respuesta homeostdtica de “restituir los procesos fisiologicos alterados para
restablecerlos en los valores constantes” (Koolhaas y col., 2011; McEwen y Wingfield,
2010; Wingfield, 2005). Sin embargo, sumado a la nocién de que estresores diversos
actuarian por vias diferentes, se ha comenzado a reconocer que esta concepcién no
incorpora de manera adecuada todos los procesos afrontados por los organismos, que son
regulados por accion del eje de estrés: el balance homeostitico de la rutina diaria, la
respuesta a perturbaciones, los cambios en la susceptibilidad a esas perturbaciones y los
ajustes anticipatorios para hacerles frente al menos durante parte del ciclo de vida
(Boonstra, 2013a; Boonstra y col., 2014; Dhabhar, 2014; McEwen y Wingfield, 2010).
Asi es como el concepto de homeostasis ha perdido vigencia y ha sido complementada
por el de “alostasis”, el cual integra los mecanismos necesarios para establecer nuevos
niveles del proceso fisiolégico en cuestion, en prevision de demandas proximas
(Koolhaas y col., 2011; McEwen y Wingfield, 2010). En pocas palabras, se define como
“mantener la estabilidad a través del cambio” (McEwen y Wingfield, 2010). Es decir, la
alostasis considera a la respuesta fisioldégica no como un esfuerzo por mantener estable
un punto fijo, sino como la modificacion del mismo en ajuste a una prediccién (Koolhaas

y col.,, 2011). En definitiva, es més eficiente “prevenir que curar’.

Mas recientemente, la nocidn de alostasis ha sido refinada y puesta en contexto en el
marco del “reactive scope model” (Koolhaas y col., 2011; Romero y col., 2009) (Fig. 1a
y b). Este marco de interpretacion indica que los organismos (tanto a nivel de especie
como de individuo) pueden desempenarse adecuadamente en un determinado rango de
variacion de las condiciones ambientales, sin requerir de cambios adaptativos, y siendo
mediado por una ‘“homeostasis predictiva” (Romero y col., 2009). Este rango es
denominado “rango regulatorio”. Este rango regulatorio debe diferenciarse de la
“capacidad adaptativa”. Esta tltima comprende las respuestas comportamentales y
fisioldgicas necesarias para adaptarse a las nuevas condiciones del entorno (“homeostasis
reactiva”), pero encontrdndose optimizada para un rango de condiciones ambientales

(rango regulatorio) (Romero y col., 2009). La distinciéon entre rango regulatorio y
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capacidad adaptativa implica que un estimulo estresor puede afectar tanto uno como la
otra. Asimismo, es de importancia destacar que el concepto de rango regulatorio no sélo
posee un aspecto cuantitativo, sino también cualitativo. Esto se refiere a que, incluso en
una misma especie, los individuos pueden diferir cualitativamente en la manera en que

lidian con los desafios ambientales (Beldomenico y Begon, 2015; Romero y col., 2009).
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En cuanto a las consecuencias sobre el organismo, se denomina “eustrés” cuando la
respuesta de estrés logra mejorar, a veces por completo, los efectos del estresor; mientras
que el término “distrés” describe el estado en que el organismo es incapaz de adaptarse o
contrarrestar los efectos del estresor, comprometiendo su bienestar y fitness
(Beldomenico y Begon, 2015; Pekow, 2005). Claramente que una respuesta beneficiosa,
enmarcada en eustrés, igualmente tendrd un costo para el organismo (ej., en términos
energéticos). Sin embargo, este entendimiento es puesto en duda por numerosos autores.
Retomando la controversia sobre que los estresores deben ser impredecibles y/o
incontrolables, estos autores simplifican la interpretacién igualando estrés a distrés,
indicando que el estrés ocurre ante situaciones impredecibles o incontrolables (McEwen
y Wingfield, 2010), cuando el organismo es superado en su capacidad de adaptacion
(Beldomenico y Begon, 2015; Koolhaas y col., 2011). En tanto que el término eustrés no
suele ser siquiera considerado (Beldomenico y Begon, 2015), y con ello tampoco la

posibilidad de que el organismo sea capaz de montar una respuesta de estrés beneficiosa.

Esto tultimo no seria lo adecuado al considerar individuos de la fauna silvestre. Esto
se debe a que su estado de salud es extremadamente dindmico, al tiempo que
constantemente se encuentran expuestos a situaciones que desencadenan respuestas de
estrés, las cudles pueden o no ser consideradas como impredecibles o incontrolables
(Beldomenico y Begon, 2015; Boonstra, 2013a; Schultner y col., 2013). Por otro lado,
para los animales silvestres también es relevante considerar las repercusiones del estrés a
nivel poblacional. El hecho de que los individuos de una misma especie puedan presentar
diferentes rangos regulatorios implica que lo que puede ser percibido como estresor para
algunos no lo sea por otros, a pesar de enfrentarse a las mismas condiciones ambientales
(Beldomenico y Begon, 2015; Boonstra, 2013a; Koolhaas y col., 2011; Romero y col.,
2009). Aun mas, esta variacion en la percepcion, y por tanto en la respuesta, posee

consecuencias sobre el fitness individual y valor adaptativo (Koolhaas y col., 2011).

Evolucion de la respuesta de estrés

Desde una mirada biomédica, tanto en humanos como animales domésticos, 1o usual
es que el estrés sea considerado perjudicial y se lo asocie a enfermedad. Sin embargo,
desde un punto de vista ecoldgico, la variacién en la percepcion del estresor y en la
respuesta incitada es considerada de utilidad como mecanismo adaptativo (Beldomenico
y Begon, 2015; Dhabhar, 2014; Koolhaas y col., 2011). La evidencia reciente sugiere que

la respuesta de estrés es consecuencia de fuerzas evolutivas que actiian sobre el fitness
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del individuo (ej., supervivencia y reproduccion), optimizando la respuesta ante desafios
ambientales especificos a través de una alostasis apropiada (Angelier y Wingfield, 2013;
Beldomenico y Begon, 2015; Boonstra, 2013a). Lo mismo aplica para el estrés crénico.
Es decir, si este supone una respuesta adaptativa beneficiosa, el organismo evolucionara
para mantenerla; por el contrario, si supone una respuesta deletérea o perjudicial, el

organismo s6lo responderd de manera aguda (Boonstra, 2013a).

Los ajustes impuestos por una respuesta alostatica poseen ventajas evidentes, pero
pueden ser fisiolégicamente costosas (Beldomenico y Begon, 2015; McEwen y
Wingfield, 2010). Por tanto, si las consecuencias impuestas por el estimulo son menores,
el organismo podria optar por ignorarlo y destinar los recursos para procesos fisiologicos
mads necesarios (Beldomenico y Begon, 2015). Asi es como en el curso evolutivo de una
especie, al enfrentarse a desafios ambientales predecibles (ej., escasez de alimento) e
impredecibles (ej., inundaciones, sequias), la respuesta de estrés ha sido moldeada por
“trade-offs” (intercambios) que determinan un balance entre costos y beneficios
(Beldomenico y Begon, 2015). Por tanto, dos especies filogenéticamente cercanas que
pueden compartir mecanismos y mediadores ante el estrés, igualmente podrian presentar
respuestas de estrés contrastantes, lo que surge mayormente de sus historias de vida

diferentes (Beldomenico y Begon, 2015; Boonstra, 2013a).

Estrés cronico

Adicionalmente a las consideraciones previas sobre tipos de estresores, los mismos
pueden ser clasificados de acuerdo a la frecuencia o duracién de su impacto. Todos ellos
pueden actuar de manera aguda (de corta duracidén, minutos u horas) o crénica (de mayor
duracion, tipicamente dias a semanas), y no necesariamente de manera independiente
(Boonstra, 2013a; Brooks y Mateo, 2013; Dhabhar, 2014). Es decir, libremente del tipo
de estresor y de su duracién, algunos estresores agudos pueden poseer impactos
prolongados (Boonstra, 2013a; Chester y col., 2010). Una caracteristica importante del
estrés cronico es que la respuesta fisiologica puede persistir de manera sostenida luego de
que el estresor haya cesado (Dhabhar, 2014). A modo de ejemplo, luego del ataque de un
predador o de un conespecifico dominante, el individuo podria permanecer en alerta
durante largo tiempo ante la posibilidad de que el ataque se repita, ocasionando una
respuesta anticipada (ver “estresores anticipatorios”) de manera sostenida y, por
consiguiente, estrés cronico (Boonstra, 2013a; Brooks y Mateo, 2013; Clinchy y col.,

2013). A su vez, la exposicidn repetitiva a un estresor agudo puede producir un efecto
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similar (Brooks y Mateo, 2013; Dhabhar, 2014). En resumen, se considera que un
organismo se encuentra estresado de manera crénica cuando existe activacion prolongada
del eje HPA (Boonstra, 2013a; Romero, 2004) y consecuente incremento en la exposicion
a hormonas de estrés (principalmente GCs) (Dhabhar, 2014). Por tanto, el definir un
estresor como agudo o crénico no debiera estar s6lo basado en su duracién inmediata,
sino también en su frecuencia y en la duracién de sus consecuencias sobre la fisiologia
del animal (Boonstra, 2013a), la cual puede tener efectos duraderos y profundos sobre la

fisiologia y comportamiento del organismo (Chester y col., 2010).

De acuerdo a lo expuesto sobre predictibilidad y control, se debe contemplar que la
exposicion repetida a un estimulo aumentard su predictibilidad y con ello su control
(Koolhaas y col., 2011). Es 16gico suponer que un estimulo percibido como estresor al
comienzo del mismo, deje de serlo luego de un tiempo. La declinacion gradual de la
respuesta de estrés ante estimulos repetitivos ha sido usualmente interpretada como
“habituacion”. Sin embargo, hay autores que argumentan que esta habituacién del eje
HPA es consecuencia de un procesamiento adaptativo a nivel nervioso central, que
conduciria a mayor predictibilidad y control de la situacion desafiante (Koolhaas y col.,

2011).

Consecuencias del estrés cronico

Desde una vision biomédica, usualmente se asume que el estrés cronico es perjudicial
(Boonstra, 2013a; Dhabhar, 2014), y que cuando un organismo lo sufre, el mismo resulta
en la presentacion de patologias asociadas: alteraciones cardiovasculares, hipertension,
ulceras, resistencia a la insulina, desérdenes inmunolégicos, enfermedades infecciosas,
entre otros (Boonstra, 2013a). Tanto es asi, que incluso hay autores que indican que la
exposicion sostenida a hormonas de estrés ocasiona la disrupcién y/o alteracion de
numerosos procesos fisioldgicos, negando la posibilidad de que el estrés crénico pudiera
representar alguna ventaja (ej., Dhabhar, 2014). Las respuestas nocivas se presentarian
ante la desregulacion del eje HPA, consecuencia de diversas anomalias, no excluyentes
entre si: 1) percepcién inapropiada de la perturbacidn, ii) integracién inapropiada de la
informacién por parte de los mecanismos centrales; iii) respuesta inadecuada por parte de
las células/tejidos/6rganos blanco, iv) ausencia de retroalimentacion (“feedback”)
negativa entre las gldndulas adrenales y el encéfalo (Angelier y Wingfield, 2013;
Boonstra, 2013a; Dhabhar, 2014). Estas respuestas nocivas son perjudiciales para el

individuo, incluyendo supresién reproductiva, inmunosupresion, supresion del
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crecimiento, entre otras (Boonstra, 2013a; Romero y col., 2009). La consecuencia neta de
este proceso es la disminucion del fitness individual, lo que incluso podria ocasionar la

muerte del mismo (Boonstra, 2013a).

Sin embargo, en los tltimos afios, ha comenzado a reconocerse que el estrés cronico
no siempre estaria asociado a efectos perjudiciales (Romero y col., 2015). Aldn mads,
Boonstra (2013a) desafia la vision biomédica al afirmar que el estrés cronico existe en la
naturaleza, pero no asi su impacto biomédico -patologia-. Asi es que, a pesar de lo que se
considera habitualmente, el organismo que se encuentra estresado de manera crénica
dispondria de ciertas ventajas (Boonstra, 2013a; Boonstra y col., 2014). En respuesta al
estimulo del eje HPA, diversas especies de roedores favorecen la secrecion de andrégenos
adrenales, que les permite hacer frente a los duros periodos de hibernacién o a la
competencia intra-especifica en pos de territorios favorables y alimento durante el
invierno (Boonstra, 2013a; Boonstra y col., 2014). En tanto que en otras especies, el
estimulo crénico del eje HPA en hembras gestantes estimula un fenémeno de
“imprinting” perinatal materno, maximizando el fitness de su descendencia ante las
condiciones ambientales adversas que les toque afrontar (Boonstra y col., 2014; Dantzer
y col.,, 2013). Aun mas, juveniles de rata de laboratorio expuestos cronicamente a
estresores impredecibles, han demostrado mejor rendimiento cuando son estresados
nuevamente durante su adultez (Chaby y col., 2015, 2016). Por otro lado, en animales de
laboratorio se ha encontrado que la funcién del eje HPA se deteriora conforme el
individuo envejece (Sapolsky ycol., 1986). Dado que la existencia de este deterioro no ha
sido evidenciada en vertebrados silvestres, cabria preguntarse sobre la real importancia
del eje de estrés en estas especies (Boonstra y col., 2014). Cudl indicado previamente, el
hecho de que el estrés cronico resulte en patologia, y por tanto perjudique el fitness y la
supervivencia del organismo, no parece ser una respuesta adaptativa adecuada. Sino que
mads bien lo contrario, actuaria selectivamente en contra del individuo capaz de desarrollar

tales respuestas.
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Breve descripcion del sistema inmune

Siendo que exponerse a un patégeno? supone una de las mayores amenazas que pone
en riesgo la supervivencia de un individuo (Babayan y col., 2011; Bradley, 2015; Raffel
y col., 2008), el sistema inmune y su funcionamiento han evolucionado para maximizar
el fitness del individuo en su ambiente natural (Abolins y col., 2011). Para resistir o
eliminar a los patégenos, el sistema inmune ejerce su accion a través de numerosos
procesos (Martin y col., 2007a; Viney y col., 2005), cldsicamente divididos en
mecanismos innatos (o inespecificos) y adquiridos (o adaptativos), compuestos ambos
por componentes humorales y celulares (Murphy, 2012; Viney y col., 2005; Young y col.,
2015a). En general, los mecanismos innatos (respuesta inmune innata) son inespecificos
y actuan relativamente rapido, sirviendo como linea de defensa inicial ante un patégeno
invasor. Estos mecanismos incluyen barreras anatomicas (piel y membranas mucosas),
microorganismos residentes, factores humorales (lisozimas, complemento, proteinas de
fase aguda y anticuerpos naturales) y respuestas celulares (células fagociticas como
neutréfilos, monocitos y macrofagos; mediadores inflamatorios liberados por basofilos,
mastocitos y eosinéfilos) (Demas y col., 2011b; Murphy, 2012). Por otro lado, los
mecanismos adquiridos (respuesta inmune adquirida) son tipicamente mas lentos, pero de
tipo patdgeno-especifico, para lo cual requieren activacion. Su mayor valor radica en que,
ante una nueva exposicion al patégeno, estos mecanismos ponen en juego una respuesta
secundaria veloz, de mayor especificidad y magnitud. De igual manera que la respuesta
innata, presentan componentes celulares (células derivadas de linfocitos, como ser
linfocitos T citotdxicas, linfocitos T colaboradores o helpers, que a su vez son capaces de
reclutar otros tipos celulares) y componentes humorales (principalmente anticuerpos,

producidos por linfocitos B) (Demas y col., 2011b; Murphy, 2012).

Mientras que la exposicion al patégeno es mediada principalmente por el
comportamiento del hospedador (Barron y col., 2015) (lo que no serd tratado en esta
tesis), la funcién inmune es responsable de modular los demds estadios de la interaccion
hospedador-patégeno: establecimiento, desarrollo y proliferacién o reproduccion sexual

(Beldomenico y Begon, 2015). Como es légico suponer, la puesta en marcha y

2 En la presente tesis me refiero a patégeno y pardsito indistintamente, tal como es utilizado en
ecologia de enfermedades o eco-epidemiologia, y se define como: agente transmisible que
mantiene con su hospedador una interaccion inter-especifica de parasitismo que resulta, en
mayor o menor medida, deletérea para este ultimo (mayor informacién en Glosario).
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mantenimiento de este vital sistema de defensa no se encuentra exento de costos (Cutrera
y col., 2010; Demas y col., 1997; Hanssen y col., 2004; Lochmiller y Deerenberg, 2000;
Martin y col., 2003; Valtonen y col., 2010). Estos costos son substanciales, variables entre
componentes del sistema inmune y modificados por las condiciones ambientales
(McDade y col., 2016). El reconocimiento de su importancia es menester a causa de la
relacion descripta entre la funcidén inmune, otros procesos fisioldgicos (€j., reproduccion
y crecimiento) y los estresores ambientales. La activacion de defensas inmunes es
fisiol6gicamente costoso, incluso en ausencia de infeccién (Cutrera y col., 2010; Derting
y Compton, 2003; Lochmiller y Deerenberg, 2000; Valtonen y col., 2010). En el caso de
la inmunidad adquirida requiere de energia y precursores proteinicos (aminoécidos) para
la generaciéon de un extenso pool de linfocitos B y T con diferente especificidad
antigénica. Se ha estimado que aproximadamente un 95% de este pool sera eliminado en
el timo durante un riguroso proceso de seleccion previo a su liberacion al torrente
sanguineo, lo que torna al proceso en costoso e ineficiente. Por el contrario, el desarrollo
de la inmunidad innata, que también requiere de energia y precursores proteinicos, supone
un costo menor a causa de su gradualidad y mayor eficiencia. En cuanto al
mantenimiento, en ambos tipos de inmunidad se supone que el costo es bajo, consistiendo
en el reemplazo de células y proteinas solubles segin su vida media. Por otro lado, aunque
es complejo aislar entre inmunidad innata y adquirida (la respuesta inmune involucra
ambos mecanismos), los costos de activacion suelen ser altos, reflejado por cambios en
la actividad metabdlica del organismo. De todas maneras, se puede inferir que la
activacion de la inmunidad adquirida, particularmente ante respuestas secundarias,
requiere de escasos recursos, al tiempo que inflige menores dafios colaterales. En cambio,
los mecanismos innatos tienen el potencial de ocasionar mayor dafio al organismo, por su
ausencia de especificidad, requiriendo de una mayor cantidad de recursos para subsanarlo

(McDade y col., 2016; Murphy, 2012).

En consecuencia, es de esperar que diferentes ambientes y situaciones (al fin y al
cabo, estresores) impongan distintos desafios sobre el individuo, lo que conlleva a que la
inversion de recursos entre procesos fisioldgicos concurrentes sea dependiente del
contexto. Esta inversion diferenciada es modulada por los ejes SAM y HPA,
principalmente a través de catecolaminas y hormonas adrenales (Boonstra y col., 2014;

Demas y col., 2011a; Martin, 2009; Neuman-Lee y col., 2015; Nicolaides y col., 2015;
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Wingfield, 2005), formando parte de las estrategias puestas en marcha en respuesta a los

estresores ambientales.

Influencia del estrés sobre el sistema inmune

Es bien conocido que las hormonas de estrés regulan la actividad del sistema inmune
en vertebrados e invertebrados, y que en vertebrados estas mismas hormonas pueden
ejercer tanto un efecto inmunosupresor como inmunoestimulante (Demas y col., 2011a).
De hecho, la activacién inmune requiere de niveles basales de GCs, en tanto que sus
efectos dependen mayormente de la duracion de la exposicion a los estresores, del tipo de
estresor y de la respuesta inmune analizada (Beldomenico y Begon, 2015; Demas y col.,
2011a), lo que conlleva a que distintos tipos de estrés ejerzan efectos diversos sobre cada
componente del sistema inmune (Bowers y col., 2008; Brooks y Mateo, 2013; Chester y
col., 2010). En general, se considera que la respuesta inmune se incrementa
(particularmente a través de procesos innatos) en respuesta de estrés agudo, mientras que
el estrés cronico habitualmente la desregula o deprime (Beldomenico y Begon, 2015;
Dhabhar, 2014; Martin, 2009). Incluso se ha sugerido que la induccién inmunoldgica
durante el estrés agudo seria uno mas de los componentes de la respuesta “luchar o huir”,
representando un mecanismo adaptativo para conferir proteccién ante heridas o
infecciones (Dhabhar, 2014). El estrés agudo, a través de la secrecion de catecolaminas
(epinefrina y norepinefrina) y GCs, incita un estado de “redistribucion inmunolédgica” que
favorece la migracién de componentes inmunes desde 6rganos linfoides centrales hacia
tejidos linfoides periféricos (piel, mucosas gastrointestinal y urogenital, pulmones, higado
y nédulos linféticos) (Demas y col., 2011a; Dhabhar, 2014). Asi es como durante el estrés
agudo se observa una leucocitosis inicial seguida de linfopenia, monocitopenia y
neutrofilia, con incremento del eritema, de leucocitos infiltrados en tejidos y de la
expresion de genes de citoquinas pro-inflamatorias (Demas y col., 2011a). Como
consecuencia de esta redistribucion inmunoldgica e induccion pro-inflamatoria, el estrés
agudo experimentado de manera simultdnea a la exposicion antigénica, estimula tanto las
respuestas inmune innata como adaptativa (revisado en Dhabhar, 2014). Este estimulo
inicial de las defensas innatas representaria una estrategia para soportar o recuperarse del
impacto y potenciales desafios inmunes impuestos por los estresores (Beldomenico y

Begon, 2015; Demas y col., 2011a; Dhabhar, 2014).

Por el contrario, el estrés cronico conduce a la secrecion prolongada de GCs y la

subsecuente supresion del sistema inmune (Demas y col., 201 1a; Dhabhar, 2014; Martin,
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2009). De hecho, la escasez prolongada de alimento deprime la respuesta inmune en una
amplia variedad de especies (Graham y col., 2015; Hangalapura y col., 2005; Houston y
col., 2007; Ksigzek y Konarzewski, 2012; Neuman-Lee y col., 2015), e incluso
compromete la memoria inmunoldgica (Martin y col., 2007a, 2008). De manera similar,
la inestabilidad social y el hacinamiento también ejercen un impacto mayormente
supresor sobre la funcién inmune (Bartolomucci, 2007; Bartolomucci y col., 2003;
Martin, 2009). Para explicar esta supresiéon inmunoldégica se han postulado diversas
hipétesis: las dos primeras, vinculadas al uso de los recursos energéticos, indican que 1)
se favoreceria la movilizacién de recursos hacia funciones fisiolgicas de mayor prioridad
para la supervivencia inmediata del individuo, o que ii) la funcién inmune se sacrificaria
en pos de procesos mds criticos (Beldomenico y Begon, 2015; Martin, 2009). En una
tercer explicacion se interpreta que la inmunosupresion prevendria la activacion excesiva
de componentes inmunes, protegiendo al organismo de desérdenes autoinmunes o de los
perjuicios ocasionados por el exceso de factores inflamatorios (Beldomenico y Begon,
2015; Demas y col., 2011a; Martin, 2009). Sin embargo, el andlisis detallado de estas
hipodtesis sugiere algunos inconvenientes: suprimir el sistema inmune es fisiologicamente
costoso y requiere de tiempo, por lo que sélo se ahorrarian recursos en el largo plazo; en
tanto que la prevencion de dafios autoinmunes incluye esencialmente a la inmunidad
adquirida, lo que no explicaria los cambios en la inmunidad innata (Martin, 2009). Atdn
mas, todas ellas ignoran el costo mds elevado que afrontaria el organismo: suprimir un
sistema que podria ser esencial para la recuperacion ante el estresor, justamente en el
momento de necesidad (Martin, 2009). Asi es como, en un contexto evolutivo, podria
suponerse que deprimir el funcionamiento del sistema inmune durante el estrés crénico
no representaria una estrategia razonable (Beldomenico y Begon, 2015; Dhabhar, 2014;
Martin, 2009). Cabe considerar que la inmunosupresion ocasionada por el estrés cronico
bien pudiera ser adaptativa (recordando que el ahorro de recursos seria efectivo en el largo
plazo); o, en cambio, pudiera deberse a la incapacidad de hacer frente a las demandas
impuestas por los estresores y por tanto podria ser considerado como distrés o sobrecarga

alostética (Beldomenico y Begon, 2015; Martin, 2009).

En vista de lo expuesto, considerando que existen numerosos factores que pueden
afectar la inmunidad de un individuo (Abolins y col., 2011), la variedad de estresores
(revisado anteriormente), y la complejidad propias de la respuesta de estrés y del sistema

inmune, resulta arriesgado aventurar patrones concretos acerca de la interaccidon
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inmunidad-estrés (Boonstra y col., 2014; Brooks y Mateo, 2013; Martin, 2009; Wingfield,
2013; Wingfield y col., 2011).

Relevancia del estudio

La mayor parte de las enfermedades infecto-contagiosas que aquejan a la humanidad,
particularmente a sectores vulnerables de la sociedad, tienen su origen en los animales
(Thompson, 2013; Webster y col., 2016). Entre ellos, los roedores constituyen reservorios
eficientes para innumerables patégenos, sélo comparables con los quirdpteros
(murciélagos) (Han y col., 2016; Himsworth y col., 2013; Luis y col., 2013; Meerburg y
col., 2009), por lo que un mejor entendimiento de las dindmicas de agentes transmisibles
en poblaciones de roedores silvestres es esencial para la salud publica. En Argentina, los
roedores ocupan un rol preponderante en el mantenimiento de importantes zoonosis,
como ser triquinelosis, mal de Chagas, leptospirosis, hantavirus y fiebre hemorrdgica
argentina, entre otras (Loffler y col., 2014; Martinez y col., 2010; Orozco y col., 2014;
Polop y col., 2007; Sequeira y col., 2016; Vadell y Gémez Villafafie, 2016; Vanasco y
col., 2003).

Para comprender los determinantes del riesgo de la exposicion humana a estas
enfermedades, es necesario analizar los causales de la variacién en la susceptibilidad del
hospedador y en las dindmicas de infeccién en roedores. Sin dudas, el contacto (directo o
indirecto) entre individuos infectados y susceptibles es crucial en determinar el riesgo de
infeccion. Sin embargo, ante la exposicion a un patdgeno, es posible un gradiente de
diversos escenarios en la relacion hospedador-parésito, pudiendo variar en gran medida,
tanto para el hospedador (ej. mayor o menor virulencia) como para el parésito (ej. mayor
o menor desarrollo / replicacion / reproduccion y transmision) (Beldomenico y Begon,
2010, 2015). Ejemplos de resultados extremos son (Beldomenico y Begon, 2015; Johnson
y col., 2015; Paull y col., 2012):

1. Infeccién que no progresa, con nula virulencia y sin transmision del parésito;
2. Infeccién masiva con escasa virulencia (en algunos casos conocidos como
“superspreaders™);

3. Infeccién masiva con muerte del hospedador, donde la transmision se ve limitada.

Estos resultados dependerdn, en parte, de las caracteristicas del patégeno (ej.,
patogenicidad, dosis infectiva), pero también en gran medida de la integridad y eficiencia

de las defensas que el hospedador ponga en juego para hacer frente a la infeccion
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(Beldomenico y Begon, 2010; Gervasi y col., 2015; Sorci, 2013). Las defensas que se
adopten suponen costos, perjuicios y beneficios, que variardn segun el contexto (historia
de vida de la especie, caracteristicas del individuo, circunstancias ambientales, etc.), lo
que influird de manera determinante en la interaccién hospedador-pardsito y sus
consecuencias (Brown y col., 2003; Gervasi y col., 2015; Jackson y col., 2014; Sagonas
y col., 2016; Sorci, 2013). Estos diversos resultados influyen de manera crucial en las
dindmicas de los patégenos y en el impacto que tienen sobre las poblaciones de sus

hospedadores.

Es evidente que la comprension de la distribucién y abundancia de enfermedades
zoondticas en reservorios silvestres depende de dilucidar las dindmicas del sistema
inmune y sus interacciones con agentes infecciosos. Esto es particularmente desafiante,
dado que la interaccion entre estrés, sistema inmune y parasitos esté lejos de ser simple y
bien comprendida. El sistema inmune de vertebrados se caracteriza por una serie de
mecanismos celulares y humorales altamente relacionados y que interactian entre si.
Estos mecanismos se dividen en dos grandes grupos: respuesta inmune innata y adaptativa
(Murphy, 2012). Considerando la fisiologia del hospedador, la inversion de recursos en
inmunidad dependerd de la disponibilidad de nutrientes y otras demandas fisioldgicas
(Demas, 2004; Derting y Compton, 2003; French y col., 2007a; Lochmiller y Deerenberg,
2000). Diferentes trade-oﬁ’s3, relacionados a la edad, co-infeccion, entre otros,
determinan inversiones diferenciales en los diversos compartimentos del sistema inmune
(Boonstra y col., 2001; Jolles y col., 2008). Con respecto a esto, suele considerarse que
las defensas innatas suponen mayores costos que las defensas adquiridas (principalmente
en cuanto a mantenimiento y activacion) (Lee, 2006; McDade y col., 2016). Sin embargo,
cabe considerar que las defensas innatas son inespecificas, haciendo frente a un amplio
espectro de patdgenos; mientras que las defensas adquiridas deben ser desarrolladas para
cada patégeno en particular (Murphy, 2012). Por ello, es razonable suponer que en
momentos de dificultad y/o escasez de recursos, un organismo priorice defensas innatas
por sobre defensas adquiridas. De todas maneras, ante historias de vida de idénticas
condiciones, es razonable asumir que un individuo en buena condicién estard mejor
preparado para limitar una infeccion: cuanto mas “saludable” el hospedador, mas hostil

el medio que deba enfrentar el pardsito. En consecuencia, la influencia de la condicién

3 Se entiende por trade-off a los intercambios entre compartimentos/sistemas que suponen un
compromiso en la disponibilidad de recursos (mayor informacién en Glosario).
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general del hospedador sobre la susceptibilidad intrinseca serd substancial. Al mismo
tiempo, existen evidencias que indican que la inmunocompetencia individual juega un rol
primordial en las dindmicas parasitarias de poblaciones silvestres (Beldomenico y Begon,
2010). Se ha demostrado que individuos silvestres con un estado de salud empobrecido
no s6lo son més propensos a ser infectados, sino que las infecciones sufridas son de mayor
intensidad (Beldomenico y col., 2008a, 2009b). Incluso, la interaccién hospedador-
pardsito y sus consecuencias dependen de las circunstancias que rodean al hospedador
(Gervasi y col., 2015; Sorci, 2013), siendo particularmente sensible al estrés, a través de
mecanismos que involucran al sistema inmune (Beldomenico y Begon, 2015; Martin,

2009) (tratado anteriormente).

Siendo que los animales cumplen un rol preponderante en la transmision de un
sinnimero de enfermedades de importancia econdmica y sanitaria, establecer qué
determina variabilidad en el resultado de las interacciones pardsito-hospedador y
comprender los factores que modulan su capacidad como reservorios y transmisores de
patégenos es esencial, y de particular importancia, en estudios eco-epidemioldgicos en
veterinaria, salud publica y en conservacion. En consecuencia, la relaciéon entre una
infeccion particular y cada compartimento del sistema inmune puede estar

influenciada por el contexto ambiental del hospedador.
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Objetivos e hipotesis de trabajo
La presente tesis tiene como objetivo investigar la modulacién de los diferentes
compartimentos del sistema inmune de los roedores por parte del estrés, y su influencia,

y consecuencias, sobre los trade-offs entre los mismos.

Objetivos especificos

1) Establecer la influencia del estrés sobre diferentes compartimentos de la respuesta

inmune innata y adaptativa de los roedores.

ii) Evaluar en roedores los trade-offs entre los diversos compartimentos inmunes

estudiados bajo diferentes escenarios de estrés.

iii) Evaluar, en consideracién del tipo e intensidad de diversos agentes infecciosos, las
consecuencias de la influencia del estrés sobre diferentes compartimentos de la respuesta

inmune.

Hipdtesis de trabajo

Por los antecedentes expuestos, se espera que, ante la influencia de factores
estresantes, se priorice la inmunidad inespecifica por sobre la adquirida. En virtud de esto,

se trabajardn las siguientes hipotesis:

i) Los factores estresantes poseen un efecto diferencial sobre los diferentes

compartimentos del sistema inmune del roedor.

i1) El incremento de un compartimento especifico del sistema inmune redunda en una

reduccion de otro, y la magnitud de este trade-off depende de la exposicion al estrés.

iii) La inversion diferencial en los distintos compartimentos del sistema inmune,
influenciada por niveles de estrés, se encuentra asociada al tipo e intensidad de agente

parasitario presente.
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CAPITULO 11

Caracterizacion y validacion de un modelo de estrés cronico para el

estudio de marcadores del sistema inmune

Introduccion

Para abordar los dos primeros objetivos especificos, poniendo a prueba las hipdtesis
correspondientes, se desarrollé un experimento de estrés cronico en ratas de laboratorio.
Las mismas, fueron expuestas de manera prolongada a restriccién alimentaria, conflicto
social, o ambos. Como se explica mas adelante, se trata de dos desafios muy comunes en
un ambiente natural, por lo que es muy factible que un individuo se enfrente a ellos a lo

largo de su vida.

Roedores de laboratorio como modelo de estudio de la influencia del estrés crénico sobre

el sistema inmune y su aplicacion a poblaciones de roedores silvestres

El uso de animales de laboratorio como modelos de estudio dista de ser reciente,
habiendo provisto de informacion de enorme valor, particularmente para la comprension
de innumerables procesos fisioldgicos y patolégicos en humanos (Boonstra, 2013a; Viney
y col., 2015). La informacién que se ha generado acerca del estrés y del sistema inmune
a partir de estudios en roedores de laboratorio es abrumadora (Abolins y col., 2011;
Boonstra, 2013a; Viney y col., 2015). Esta informacion ha permitido, salvando distancias
y diferencias, conocer su funcionamiento en mamiferos y vertebrados (Boonstra, 2013a;
Viney y col., 2015), gracias a lo cual es posible concebir preguntas relevantes acerca de
su comportamiento en animales silvestres (Viney y col., 2015), al tiempo que se indaga

por las respuestas apropiadas.

Sin embargo, una de las objeciones habituales es que la aplicabilidad de esta
informacién en estudios de animales silvestres debe analizarse cuidadosamente y
validarse, con la posibilidad cierta de que una buena parte no pueda ser aplicada
(Boonstra, 2013a). Es real que una diferencia fundamental a considerar, entre los estudios
en animales silvestres y aquellos en animales de laboratorio, es que las bases ecolégicas
y evolutivas presentes en los primeros generalmente se encuentran ausentes en los
segundos (Boonstra, 2013a). Las adaptaciones presentadas por las especies silvestres son
consecuencia de la presién natural impuesta por los desafios ambientales (MacColl,
2011). Estos se constituyen en agentes de seleccidn, que operan a través de la aptitud

(fitness) diferencial producto de los diversos fenotipos expresados por los individuos
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(Boonstra, 2013a; Boonstra y col., 2014; MacColl, 2011). Por otro lado, las adaptaciones
presentadas por los roedores de laboratorio son el resultado de necesidades humanas,
actuando el hombre como principal agente de seleccion (Abolins y col., 2011; Boonstra,
2013a). Los roedores de laboratorio son criados en condiciones ambientales controladas
y benignas, con abundancia de alimento, en ausencia de predadores o enfermedades
infecciosas, y mediante seleccion artificial a través de endocria (Abolins y col., 2011;
Boonstra, 2013a). En consecuencia, frecuentemente se trata de ejemplares menos
agresivos, mds sedentarios, mds sociables, tendientes a la obesidad, con una funcién
inmune generalmente de menor magnitud y con una respuesta a los estresores que puede
ser mayor o menor a la de sus congéneres silvestres (Abolins y col., 2011; Boonstra,

2013a; Viney y col., 2015).

Ante estos inconvenientes, una de las propuestas que suele plantearse como
alternativa consiste en el mantenimiento de ejemplares silvestres bajo condiciones
controladas. Sin embargo, el comportamiento y la fisiologia de los ejemplares silvestres
mantenidos en condiciones de laboratorio, desconocidas para ellos, pueden diferir
marcadamente de los expresados por sus congéneres de vida libre (Boonstra, 2013a;
Calisi y Bentley, 2009). De hecho, tanto la respuesta inmune como la respuesta de estrés
son fuertemente condicionadas por el contexto, por lo que estas alteraciones
decididamente influirdn sobre los resultados obtenidos (Calisi y Bentley, 2009; Viney y
col., 2015). La manipulacion de ejemplares silvestres, ya sea en el campo o en el
laboratorio, frecuentemente induce la elevacion de GCs y estrés, con el consabido efecto
regulador sobre la funcién inmune (Boughton y col., 2011; Bowers y col., 2008). Aun
mds, deben considerarse los riesgos sanitarios que implica trabajar con roedores
provenientes de la naturaleza. Como se menciond previamente, los roedores silvestres
participan del ciclo de transmision de numerosas zoonosis, algunas de particular
importancia en el pais (por ej., hantavirus, fiebre hemorrégica, leptospirosis) (Loffler y
col., 2014; Martinez y col., 2010; Polop y col., 2007; Vadell y col., 2011; Vanasco y col.,
2003). De manera adicional, no puede descartarse el ingreso de patdgenos que afecten a
las colonias de roedores domésticos que pudieran encontrarse en el lugar de
experimentacion (Easterbrook y col., 2008). Si bien pueden implementarse ciertos
recaudos (protocolos de cuarentena, monitoreo sanitario y tratamientos preventivos) para
evitar la propagacion de enfermedades y disminuir el riesgo, los mismos podrian resultar

en mayores alteraciones sobre el comportamiento y fisiologia de los animales a analizar.
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Por tltimo, es razonable suponer que la presencia de infecciones que pasen inadvertidas
(no diagnosticadas, portadores asintomaticos, etc.) alterard los resultados obtenidos, al
tiempo que la liberacion de estadios infectantes al ambiente podria verse incrementada a

causa de los mismos experimentos.

En vista de lo expuesto, y a pesar de las complicaciones planteadas, se considera que
la informacidn originada en animales de laboratorio es necesaria como punto de partida
para el andlisis de lo acaecido en ejemplares silvestres. Comprender el funcionamiento de
la respuesta de estrés y del sistema inmune dentro de los limites impuestos por las
condiciones de laboratorio, serd de utilidad para la interpretacion de su funcionamiento
en la naturaleza, aunque se destaca que deben ser utilizados con precaucién (Boonstra,

2013a).

Seleccion de estresores

Como indicado en el capitulo anterior, los animales de vida libre se enfrentan a
multitud de desafios ambientales a lo largo de sus vidas. De manera de mejorar la validez
de un modelo animal que permita interpretar la respuesta de estos animales ante el estrés
crénico, es prudente que los estresores que se seleccionen y la forma en que se apliquen
presenten cierto grado de validez ecoldgica (Koolhaas y col., 2011). De esta forma, los
estresores desaffan los mecanismos naturales de defensa y estimulan la capacidad
adaptativa del animal (Koolhaas y col., 2011), permitiendo que los resultados obtenidos
puedan ser utilizados en la comprension de fendmenos naturales. Entre los desafios
enfrentados por ejemplares de poblaciones silvestres, la escasez de recursos
(principalmente, alimento) y el conflicto social constituyen dos de los mds frecuentes
(Chester y col., 2010; Creel y col., 2013; Schultner y col., 2013). Es de importancia
indicar que ambos desafios son reconocidos como relevantes para los animales silvestres
(Dickens y Romero, 2013), por lo que su aplicacién en condiciones experimentales

satisface los criterios mencionados.

En el caso del conflicto social, no sélo se trata de uno de los estresores mas frecuentes
en la naturaleza, presente en la vida de practicamente todas las especies (Blanchard y col.,
2001), sino que ademas es considerado de relevancia desde un punto de vista ecoldgico y
comportamental (Chester y col., 2010). Tipicamente, el conflicto social ocurre entre
ejemplares conespecificos, tanto de especies sociales como de aquellas de habitos
solitarios, y de manera frecuente involucra competencia por parejas potenciales,

territorio, o acceso a un recurso limitado (alimento) (Blanchard y col., 2001; Chester y
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col., 2010; Creel y col., 2013). En la mayoria de los casos involucra comportamientos
agonistas, los cudles resultan en un “ganador” y un “perdedor” (Chester y col., 2010),
pero que también ocasionan heridas, agotamiento o incluso la muerte (Blanchard y col.,
2001). Sin embargo, este estresor no sélo incluye interacciones fisicas, sino que involucra
multiples estimulos sensoriales (visuales y olfatorios) como indicadores de la presencia
de un competidor (Chester y col., 2010). El grado de conflicto social puede variar desde
comportamientos fuertemente insociables hasta tolerancia en ambos sexos a lo largo de

todo el aflo (con excepcidn de la temporada reproductiva) (Creel y col., 2013).

En cuanto a la disponibilidad de recursos (por €j., alimento), el esfuerzo dedicado a
la busqueda de alimento es crucial para la supervivencia, formando parte de la vida diaria
en la naturaleza (Koolhaas y col., 2011). Tanto es asi, que la escasez de alimento se
considera uno de los principales estresores ambientales que afectan a los animales
silvestres (Kitaysky y col., 2010; McEwen y Wingfield, 2010; Schultner y col., 2013;
Wingfield y col., 2011). En poblaciones naturales, las fluctuaciones en la disponibilidad
de alimento serian percibidas como un estresor reactivo, activando una respuesta de estrés
independiente de procesos cognitivos (Boonstra, 2013a). Esta respuesta de estrés permite
que los organismos sean capaces de modificar sus respuestas fisioldgicas para mantener
un influjo constante de energia corporal, al tiempo que disponen de la energia disponible
para cumplir con sus funciones vitales (por ej., termorregulacioén, crecimiento,
reproduccion, entre otros) (Zysling y col., 2009). Aun mas, el acceso a fuentes de alimento
es considerado como un potente agente de seleccion natural (Creel y col., 2013; MacColl,
2011), limitando el crecimiento de numerosas poblaciones de animales (Huitu y col.,
2007). Estos cambios ambientales en la disponibilidad de alimento habrian influenciado
el desarrollo de comportamientos migratorios, hibernacion o almacenamiento de

alimentos (Pravosudov y Smulders, 2010).

En relacién a la presencia de estos estresores ambientales, debe considerarse que ante
incrementos de la densidad poblacional el conflicto entre congéneres es practicamente
inevitable, mientras que los recursos finitos (esencialmente alimento) se vuelven cada vez
mds escasos conforme la densidad poblacional contintie creciendo (lo que a su vez
exacerbard la competencia y el conflicto [Creel y col., 2013]). Por tanto, existe una
posibilidad cierta de que ambos desafios ambientales ocurran de manera simultdnea e

interactien entre si (Creel y col., 2013; Dantzer y col., 2013; Huitu y col., 2007). Sin
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embargo, son relativamente pocos los estudios que contemplen estas interacciones entre

estresores ambientales (Creel y col., 2013).

Cabe considerar que si bien existe un vasto conocimiento de los mecanismos
fisiol6gicos que determinan la respuesta de estrés y sus efectos, gran parte del mismo ha
sido obtenido a partir de aplicar estresores poco vinculados a lo experimentado por los
animales en sus ambientes naturales (por ej., restriccion fisica, natacion forzada,
aislamiento, entre otros) (Bowers y col., 2008; Chester y col., 2010). Asimismo, se ha
demostrado que diferentes tipos de estresores utilizan mecanismos alternos para activar
las vias neuroendocrinas responsables de la respuesta de estrés (Bowers y col., 2008;
Chester y col., 2010). Esto dltimo sugiere que enfocarse en un tnico tipo de estresor
resulta en una comprension incompleta de las respuestas fisioldgicas puestas en juego
para hacer frente a los efectos del estrés. En resumen, todo esto indica que gran parte de
la informacion disponible podria ser inadecuada o insuficiente para la comprension de las
elecciones fisioldgicas que deben tomar los animales silvestres ante situaciones de estrés,
siendo necesario el andlisis del efecto de una variedad de estresores ecoldogicamente

relevantes.

Medidas de estrés seleccionadas

Los ejes SAM y HPA, a través de la respuesta de estrés, representan los mecanismos
mediante los cuales el organismo interpreta la informacidn proveniente del ambiente. La
respuesta de estrés (esencialmente crénico) en vertebrados se caracteriza por la liberacion
de GCs (cortisol y corticosterona, segin la especie: los peces y la mayoria de los
mamiferos liberan cortisol; mientras que aves, reptiles, anfibios y muchos roedores
liberan corticosterona [CORT]) (Romero, 2004). Una vez activado el eje HPA a nivel
central, a través del hipotdlamo, se estimula la liberacion de adrenocorticotrofina (ACTH)
desde la glandula pituitaria (Nicolaides y col., 2015). La ACTH actia sobre la porcién
interna de la corteza de la glandula adrenal, denominada zona fasciculata, estimulando la
secrecion de GCs (Nicolaides y col., 2015; Ulrich-Lai y col., 2006). A su vez, también
actia sobre la corteza adrenal externa (zona glomerulosa) estimulando la secrecion de
aldosterona (un mineralocorticoide), y sobre la porciéon media de la corteza (zona
reticularis) estimulando la secrecion de andrégenos (Nicolaides y col., 2015; Ulrich-Lai

y col., 2006).

A pesar de cierta controversia acerca de su uso e interpretacion (Breuner y col., 2013;

Martin, 2009; Schoech y col., 2013), los niveles de GCs representan una medida utilizada
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de manera habitual en la evaluacién del estrés y para inferir el estado de salud en
poblaciones de vertebrados (Dantzer y col., 2014; Dickens y Romero, 2013; Romano y
col., 2010; Romero, 2004; Sheriff y col., 2010, 2011). Los metabolitos de GCs
usualmente son medidos en plasma, aunque también podrian serlo en saliva, orina y
materia fecal (siendo estos tltimos més estables en el tiempo que los niveles plasmaticos,
y de gran utilidad en estudios de poblaciones silvestres) (Dickens y Romero, 2013). Entre
las medidas de GCs en plasma propuestas para la evaluacion de la respuesta de estrés se
encuentran: GCs totales, GCs fijados a globulinas fijadoras de corticosteroides (CBG, del
inglés corticosteroid binding globulins), y GCs libre (Schoech y col., 2013). Si bien se ha
argumentado que sélo la fraccion de GCs libre en plasma tiene actividad biolégica
(Breuner y col., 2013), alin no existe consenso al respecto y otros autores consideran que
la medida mds apropiada e informativa para la mayoria de los estudios continta siendo la
valoracién de los GCs totales (Schoech y col., 2013). En lineas generales, se interpreta
que la elevacion de GCs indica la presencia de estrés y de una respuesta coincidente en
curso (Martin, 2009). Asimismo, la intensidad del estresor y/o el grado de control sobre
el mismo (contexto) determinarian la intensidad de esta respuesta hormonal (Romero,
2004). En consecuencia, un incremento o un descenso en la concentraciéon de GCs
circulantes indicarian si el estimulo es interpretado como un empeoramiento o una
mejorfa de las condiciones previas (Romero, 2004), aunque estos cambios deben ser

analizados con cautela, desde un enfoque integral.

Siendo que los GCs son sintetizados y liberados principalmente desde la corteza de
la glandula adrenal (Dickens y Romero, 2013; Nicolaides y col., 2015), la actividad
adrenocortical ha sido utilizada como reflejo de la secrecion de GCs. Para la evaluacioén
de esta actividad, y por ende de la respuesta de estrés, clasicamente se han utilizado
indicadores indirectos, como ser la variacion en el tamafio de la glandula adrenal, y de la
corteza adrenal con sus componentes (Nicolaides y col., 2015; Ulrich-Lai y col., 2006).
En general, ante una respuesta de estrés cronico, es esperable un incremento en el tamaio
de la glandula adrenal y de la corteza (esencialmente de la zona fasciculata), sugiriendo

un aumento en la secreciéon de GCs (Ulrich-Lai y col., 2006).

Otros indices generales utilizados de manera habitual para la evaluaciéon de la
respuesta ante el estrés cronico, lo constituyen la disminucién del consumo de alimento
y de la masa corporal (Dantzer y col., 2014; Dickens y Romero, 2013). Incluso, uno de

los hallazgos mads consistentes reportados en la literatura es el decremento del peso
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corporal como consecuencia del estrés crénico (Dickens y Romero, 2013). De hecho, este
efecto de la exposicion al estrés cronico podria deberse a las alteraciones que el mismo
ocasiona sobre los comportamientos alimentarios, resultando mayormente en una menor

ingesta de alimento (Maniam y Morris, 2012; Marti y col., 1994).

En resumen, para verificar que los desafios ambientales se comporten como
estresores, es decir, efectivamente desencadenen una respuesta de estrés, es factible y
necesario utilizar una serie de indicadores indirectos de la actividad del eje HPA y de su
efecto sobre el organismo. En este Capitulo se evalda la induccién de estrés por parte de
los tratamientos implementados (restriccion alimentaria y conflicto social), usando como
indicadores los niveles plasméticos de GCs, pardmetros de las glandulas adrenales y el
consumo de alimento. Se consideraron las hipétesis de que i) la restriccion alimentaria y
el conflicto social, enfrentados cronicamente, son percibidos como una amenaza por el
organismo, lo que desencadena una respuesta de estrés factible de ser evidenciada con los
indicadores seleccionados; y ii) al enfrentarse de manera simultdnea, estos desafios
ambientales interactian entre si sinérgicamente. Se predice que los niveles de GCs
aumentarian ante la exposicion a los tratamientos, mientras que el consumo de alimento
disminuiria y se presentarian alteraciones en la gldndula adrenal. A su vez, ante una
interaccion entre tratamientos, se esperan diferencias de mayor magnitud que ante cada

tratamiento por separado.
Materiales y métodos

Consideraciones éticas

Todos los procedimientos realizados en el marco de esta tesis fueron desarrollados
segun lo expresado en “Guide for the care and use of laboratory animals” (ILAR, 2010);
mientras que los protocolos de trabajo fueron aprobados por el Comité Asesor de Etica y
Seguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral
(Santa Fe, Argentina) bajo el numero 135/12, en el marco del proyecto PICT-2012-1552
“Stress, host susceptibility and infection dynamics in wild rodents: unpacking the immune

system’”.

Origen de los individuos bajo estudio y condiciones de alojamiento

Los animales de laboratorio utilizados en el experimento fueron provistos por el
Centro de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (CMC,

ICIVET Litoral). Se utilizaron 32 ejemplares de Rattus norvegicus (cepa Wistar, variedad
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albus), machos de 4 semanas de edad. Se utilizaron machos debido a que se ha demostrado
que se estresan ante densidades altas (Baldwin y col., 1995; Brown y Grunberg, 1995) y
que las jerarquias de dominancia son mds marcados en ellos que en hembras,
influenciando un mayor rango de comportamientos (Blanchard y col., 2001). Los
animales se alojaron en una sala de experimentacién con un ciclo de 12 h de claridad/12
h de oscuridad, y condiciones controladas de temperatura (21 £+ 2 °C) y humedad (50 +
5%). Se seleccionaron 24 individuos al azar, que fueron distribuidos en ocho jaulas (tres
individuos por cada jaula de polisulfona de 274 x 443 x 231 mm), ubicadas en racks
microventilados para roedores (MicroVENT IVC, Allentown®). Las dos semanas
siguientes fueron utilizadas como periodo de aclimatacion, durante el cual los animales
se mantuvieron en las condiciones descritas previamente, con libre acceso (ad libitum) a
agua potable y alimento balanceado para rata. Los ocho ejemplares restantes fueron
mantenidos en las mismas condiciones, para luego ser utilizados como “intrusos” durante

la imposicion del conflicto social (ver a continuacion).

Diserio experimental y procedimientos

e Diseiio experimental

Para poner a prueba las hipétesis de trabajo se utilizé un disefio factorial 22, con
restriccion alimentaria y conflicto social como variables independientes. Durante el
periodo de aclimatacién, se efectuaron comparaciones de base para verificar que los
animales no difirieran entre si. Mediante el test del andlisis de la varianza (p < 0.1) se
contrastaron los valores de peso corporal, largo corporal e indice de masa corporal. Luego
de esta verificacion, los individuos fueron seleccionados al azar y se asignaron a uno de
cuatro grupo experimentales (con dos réplicas cada uno): i) Control (C) (n = 4, 2 por
réplica); i1) Restriccion alimentaria (RA) (n =4, 2 por réplica); ii1) Conflicto social (CS)
(n = 8, 4 por réplica); y iv) Restriccion alimentaria + conflicto social (RA+CS) (n = 8, 4

por réplica).
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Figura 2. Linea de tiempo y diseiio experimental

Desde su implementacion (Semy), los animales se expusieron a los tratamientos (RA
y CS) durante 13 semanas consecutivas, de manera continua. Los grupos “C” fueron
alimentados ad libitum, mientras que la densidad se mantuvo baja y los grupos estables
(2 individuos por jaula). En consecuencia, los grupos C refieren a la ausencia de
restriccion alimentaria y a la ausencia de conflicto social. A su vez, los animales
expuestos a restriccion alimentaria (RA+) recibieron un 60% de la racién promedio
consumida por aquellos individuos con acceso ad libitum al alimento (C). En tanto, en el
tratamiento “conflicto social” (CS+), el mecanismo de estrés social estuvo determinado
tanto por inestabilidad social como hacinamiento (Blanchard y col., 2001). De manera de
lograr altas densidades al comienzo del experimento, los grupos CS y RA+CS
comenzaron con cuatro animales por jaula (Fig. 2B) (Baldwin y col., 1995; Brown y
Grunberg, 1995). Luego, para mantener la inestabilidad social e incrementar la densidad
por jaula, un animal intruso fue seleccionado al azar y agregado cada dos semanas a cada
grupo, hasta alcanzar la maxima densidad permitida: seis ejemplares por jaula (Fig. 2A 'y
2B, individuos “grises”). Una vez alcanzada la densidad méaxima, cada dos semanas, los
animales intrusos fueron translocados entre jaulas (Fig. 2A y 2B). Estas translocaciones
fueron realizadas de a un individuo intruso por vez, en una secuencia tal que los animales

“residentes” no hubiesen estado en contacto previo con el intruso translocado (Fig. 2).
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e Inmunizacion

Con la finalidad de simular, en cierta forma, lo que un individuo enfrenta al
exponerse continuamente a patégenos, todos los individuos fueron inmunizados en las
Sems, Semo y Semiz posteriores al inicio del experimento. Las inmunizaciones se
realizaron con 100 pg de albimina sérica bovina (ASB, Fundacién Universidad Nacional
de San Luis, Argentina), suspendida en hidr6xido de aluminio 15% como adyuvante
(Alhydrogel® 2%) (Rivera-Aguilar y col., 2008). El volumen final de 200 ul se dividi6
en dos dosis y fue inyectado de manera subcutdnea en cada uno de los flancos (Diehl y
col., 2001). Las inmunizaciones fueron realizadas con ASB ya que es un antigeno T-
dependiente (de caracteristicas proteicas) extensamente utilizado en la evaluacion de la
respuesta inmune humoral (Dearman y col., 2000, 2003; Edwards y col., 1980; Rivera-
Aguilar y col., 2008). La elecciéon de ASB como inmundgeno estd fundamentada en el
hecho de que no produce fiebre ni otros signos de afeccién, como ser disminucién en el

consumo de alimento (un indicador indirecto de estrés, ver a continuacion).

e Registro de variables individuales y obtencion de muestras

Las muestras y variables de interés fueron obtenidas semanalmente, a lo largo de todo
el experimento. Se registraron el peso corporal (en gramos, y una precision de 0,1 g) y el
largo corporal (de la punta del hocico a la base de la cola, en centimetros, y con una
precision de 1 mm). El indice de masa corporal se calculé de acuerdo a lo discutido por

Labocha y col. (2014):

log masa corporal

Indice de masa corporal =
log largo corporal

Ademads, semanalmente y previo a cualquier otro procedimiento, se obtuvieron
muestras de sangre entera. Previo a la toma de muestra, los individuos fueron
inmovilizados fisicamente, la cola fue debidamente higienizada con alcohol 90°,
realizdndose la extraccién sanguinea entre los 3-5 minutos siguientes para evitar
distorsiones de las medidas de estrés (Vahl y col., 2005). Estas acciones fueron ejecutadas
por personal del CMC. Las muestras sanguineas se colectaron de las venas coccigeas, con
un volumen maximo de 100 ul al comienzo del experimento, y alcanzando un maximo
aproximado de 300 pl hacia el final del mismo (debido a la edad y tamafo de los
animales). Cada muestra, inmediatamente extraida, fue colocada en un tubo tipo

eppendorf con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante. En el lapso
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de las 2-3 horas posteriores a la extraccion sanguinea, las muestras fueron procesadas de

la siguiente manera:

- En primer lugar, con una alicuota aproximada de 13 ul de sangre entera, se efectud
el andlisis hematolégico completo mediante el uso de un analizador automdtico para

hematologia, de uso veterinario (BC-2800Vet, Mindray®).

- Luego de realizado el andlisis hematoldgico, se efectuaron dos extendidos
sanguineos por individuo, con el fin de efectuar el conteo diferencial de glébulos blancos

(a tratar en el Capitulo 1V).

- Finalmente, se separ6 y preservo el plasma. Para ello, el volumen restante de sangre
entera fue centrifugado a razén de 5000 r.p.m., durante 3 min. Luego, el plasma fue

separado del paquete celular, y preservado a -20 °C hasta su posterior utilizacion.

Al concluirse las 13 semanas de exposicion a los estresores, los animales fueron
anestesiados profundamente con una combinacion de ketamina, acepromacina y xilacina.
Una vez anestesiados, se colectd el mayor volumen sanguineo posible por puncién
cardiaca (para posteriores determinaciones). Luego, todos los animales fueron
decapitados y necropsiados. Durante el procedimiento se colectaron los siguientes
organos: corazén, pulmones, higado, bazo, rifiones, gldndulas adrenales, testiculos y
epididimos. Los mismos, fueron cuidadosamente separados del tejido conectivo y
adiposo, para luego ser pesados con una precision de 0,001 g. Los érganos pares se
pesaron juntos, mientras que corazén y pulmones fueron vaciados de sangre antes de
pesarse. Una vez pesados, las glandulas adrenales fueron preservadas en formol al 10%

para estudios histopatoldgicos, mientras que el resto de los érganos se preservé a -80 °C.

Medidas de estrés

Con la finalidad de evaluar el efecto estresor inducido por los tratamientos aplicados,
se registraron y analizaron los siguientes indicadores indirectos de la actividad del eje

HPA y de su efecto sobre el organismo:

e Niveles de glucocorticoides plasmdticos

Se midieron los niveles de corticosterona plasmatica (CORT) en muestras de plasma
de semanas seleccionadas del experimento, a saber: Semo, Sems, Sems, Semg y Semis.
Los valores de CORT fueron determinados a partir de extracciones con éter dietilico de
alicuotas de plasma (15 pl) mediante la técnica de radioinmunosayo (RIA), segiin la

metodologia planteada por Jahn y col. (1995) y Valdez y col. (2012).
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e Andlisis de las gldndulas adrenales y su histo-arquitectura

Para detectar cambios en la actividad secretoria de las glandulas adrenales, se analizé
el peso de las mismas, tanto de manera absoluta como en relacién al peso corporal (peso
relativo). De la misma manera, se analizaron los pesos absoluto y relativo de la corteza
adrenal y sus porciones (a saber, zona fasciculata, zona glomerulosa y zona reticularis).
El andlisis histopatoldgico de las gldndulas adrenales se ejecutd utilizando técnicas de
rutina de inclusién en parafina y coloraciéon con hematoxilina-eosina, mientras que el
tamafo absoluto de cada porcién de la corteza adrenal se obtuvo mediante el andlisis
morfométrico de las secciones tefiidas. El ancho de cada zona adrenocortical se midid,
con escala milimetrada, en la porcién media de un corte sagital de la gldndula adrenal. En

tanto que la masa relativa de cada porcion se calcul6 de la siguiente manera:

tamaiio de la porcion de interés

tamafio de la corteza + tamafio de la médula

x peso de glandulas adrenales/
peso corporal final

e Consumo de alimento

Como medidas indirectas del efecto del estrés sobre el organismo, se evaluaron
aquellas concernientes al consumo de alimento. Aquellas medidas relacionadas al peso
corporal que pudieran ser de interés para la evaluacion del efecto del estrés serdn

analizadas en detalle en el Capitulo II1.

En cuanto al consumo de alimento, siendo que los animales bajo estudio estaban
alojados en grupos de dos o mds, se evalué diariamente, considerando la jaula como
unidad de anélisis (n=8). La racién entregada cada dia se ajust6 de acuerdo a la cantidad
de animales por jaula y a lo establecido para cada tratamiento. Al dia siguiente, el
consumo de alimento fue estimado, en gramos, a partir de pesar el alimento remanente en
cada jaula (el material de cama se revisé en detalle para incluir restos de alimento). Se

consideraron las siguientes medidas de consumo absoluto y relativo, respectivamente:
1) Consumo acumulado medio:

consumo total por jaula
/mjmero de individuos alojados
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Si bien considerar que el consumo fue similar entre individuos de una misma jaula
no es lo mds adecuado, no es posible evaluar el consumo acumulado a nivel jaula a causa

de la diferencia en el nimero de individuos alojados.
ii) Consumo por kg-rata:

suma del consumo semanal por jaula / ok . l ol
suma de kg — rata semanal por jaula

Andlisis estadistico

Las medidas de estrés analizadas fueron consideradas como variables respuesta. Los
niveles de CORT fueron analizados de manera longitudinal, mientras que el resto de las
variables constituyen medidas de punto final (derivadas de glandulas adrenales y medidas
de peso y consumo). Los detalles generales en cuanto a la construccion y seleccion de los

modelos se presentan en el “Anexo II: Andlisis estadisticos”.
Resultados

Medidas de estrés

e Niveles de glucocorticoides plasmdticos

5001 —C—CS--RA--RA+CS

400

300+

200+

100+

Niveles de CORT (ng/ml)

Semanas

Figura 3. Influencia de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre

los niveles de corticosterona plasmadtica total (CORT).

Al comenzar el experimento, no hubo diferencias entre los niveles de CORT
demostrados por cada grupo. Sin embargo, con el correr de las semanas, los individuos
expuestos a RA presentaron mayores niveles de CORT que aquellos individuos
alimentados ad libitum (Fig. 3). Esta diferencia se evidencia en las interacciones

significativas de RAxSem y RAxSem? (Tabla A1, Anexo II). Por otro lado, los individuos
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bajo CS no demostraron un impacto sobre los niveles de CORT (Fig. 3), en tanto no se
evidencid sinergismo entre los tratamientos aplicados (Tabla A1).
e Andlisis de la histo-arquitectura de la gldndula adrenal

En la Tabla 1 se presentan los datos descriptivos de las medidas resultantes del

andlisis histologico de las glandulas adrenales.

Tabla 1. Datos descriptivos de la histo-arquitectura de la gldndula adrenal de ratas

expuestas a restriccion alimentaria (RA) y/o conflicto social (CS) (medidas en mm).

Grupos
Parametros

C RA CS RA + CS

Médula adrenal 0,213 +0,02 0,25+0,1 0,212+0,06 0,2+0
Corteza adrenal 0,575+0,05 0,6+0,29 0,569+0,2 0,57+0,04
Zona glomerulosa 0,1 £0 0,1 £0,04 0,065 +0,02 0,082 +0,02
Zona fasciculata 0,375 +£0,05 04 +0,22 0,362 +0,13 0,381 £0,04

Zona reticularis 0,1+0 0,1 +£0,04 0,141 +£0,15 0,106 +0,02

Media + desvio estandar

El anélisis detallado de la histo-arquitectura de la corteza adrenal demostré que los
animales expuestos a RA presentaron la corteza adrenal (p = 0,009) y las zonas fasciculata
(p =0,019) y glomerulosa (p = 0,027) de mayor tamafio en relacion a su tamafio corporal
(Fig. 4, Tabla A2 en Anexo II). Por otro lado, la zona glomerulosa de los individuos
sujetos a CS tendi6 (p = 0,073) a un menor tamaiio en relacién al tamafo corporal (que
fue significativa al considerar el tamafo absoluto, p = 0,021) (Fig. 4, Tabla A2). De igual
manera a lo sucedido con los niveles de CORT, no se detecté ningun sinergismo en la

accion de los tratamientos.
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Masa absoluta de la Masa absoluta de la
zona fasciculata zona glomerulosa
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Figura 4. Grdfico de cajas y bigotes representando la influencia de la restriccion
alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre las zonas fasciculata y glomerulosa de
la corteza adrenal (#: p = <0,1; *: p = <0,05; **: p = <0,01; ***: p = <0,001) (mediana,

lery 3er cuartil, y valores minimo y mdximo).

e Consumo de alimento

Los animales con libre acceso al alimento siempre dejaron remanentes de alimento
en los alojamientos. Por el contrario, en el caso de los animales con alimento restringido,
nunca quedo alimento sobrante. Sin embargo, en la Semi se detecté un marcado descenso
del consumo de alimento, luego de que se introdujera en la sala un rack de jaulas con
ratones. Este manejo fue ajeno a las personas abocadas al experimento, y las
consecuencias se detectaron tres dias luego de la introduccién de ratones, momento en el
cual el consumo se redujo préacticamente a cero hasta que el rack fue retirado.
Desafortunadamente, el mismo permanecié durante seis dias, afectando no solo el
consumo inmediato, sino también las medidas corporales de las semanas siguiente (Semi2

y Sem;3) (Fig. 8 en Capitulo III).

Dado que el consumo de alimento no pudo ser medido de manera individual, no se
pudo detectar si hubiera habido diferencias entre los individuos. Estas diferencias eran de

esperar debido a jerarquias de dominancia entre individuos, de igual manera que estos
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patrones de dominancia podrian haber diferido entre grupos de tratamientos. Si esto
hubiese sido asi, es razonable suponer que las varianzas del peso corporal hubiesen
diferido entre grupos de tratamientos. Sin embargo, luego de aplicar los test de Levene y
de Bartlett para comparar las varianzas entre grupos, se constaté que no fue asi (p = 0,73
y p =0,52, respectivamente). Esto dltimo sugiere que la supuesta jerarquia de dominancia

no tuvo una influencia relevante sobre las variables somaticas analizadas.

Cual esperado, dado que fue forzado por el tratamiento, el consumo acumulado
medio fue un 32% menor en los animales RA en comparacién con los alimentados ad
libitum. En cuanto a los animales expuestos a CS, consumieron un 15% menos de
alimento que aquellos en condiciones de estabilidad social y densidad baja (Fig. 5, Tabla
A3 en Anexo II). En tanto que al considerar el consumo de alimento por kg-rata, se detect
un efecto aditivo entre los tratamientos. Los individuos CS redujeron su consumo de
alimento en relacidn a los controles, mientras tendieron a consumir la misma cantidad de

alimento en relacion a su peso que los animales bajo RA (p = 0,057) (Fig. 5, Tabla A3).

Consumo acumulado medio Consumo por kg-rata
2200 052 7 o
2000 4 e 050
8 — o
1800 1 0.48 1 g
(]
(D 1600 1 fith
0.44 A i
1400 1 dor ok
- - 042
1200 . r T T 1 r T T 1
& cs RA RA+CS o cs RA RA+CS
Tratamiento Tratamiento

Figura 5. Grdfico de cajas y bigotes representando la influencia de la restriccion
alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre medidas de consumo (#: p = <0,1; *: p
= <0,05; **: p = <0,01; ***: p = <0,001) (mediana, lery 3er cuartil, y valores minimo

Y mdximo).

Los modelos resultantes en las Semio y Semis fueron consistentes entre si, no
encontrandose diferencias entre ellos. Los hallazgos reportados en el consumo de
alimento durante la Sem13 fueron igualmente encontrados en la Semio. En cuanto a las

medidas de peso corporal, se analizan en detalle en el Capitulo III.
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Discusion

De acuerdo a lo planteado en la primera hipétesis, ambos tratamientos
implementados (restriccion alimentaria RA y conflicto social CS) generaron un nimero
de cambios en los indicadores seleccionados, los que se encuentran asociados a la
influencia del estrés cronico. En contraste, los resultados obtenidos son contrarios a la
segunda hipdétesis planteada, dado que no fue evidente que los estresores interactuasen
entre si de manera sinérgica. Los individuos bajo restriccién alimentaria presentaron
niveles elevados de corticosterona plasmatica total (CORT) a lo largo de todo el
experimento, practicamente duplicando los niveles presentados por los animales control
(con libre acceso al alimento y en un ambiente social estable). Ademads de ello, estos
animales presentaron gldndulas adrenales de mayor tamafo en relacion a su masa
corporal, junto con incrementos en el tamafio relativo de la corteza adrenal y de la zona
fasciculata. Todas estas alteraciones han sido reconocidas como indicadores robustos del
impacto del estrés crénico (Blanchard y col., 2001; Eberhardt y col., 2013; Sterlemann y
col., 2008; Ulrich-Lai y col., 2006).

Los sujetos expuestos a CS presentaron una disminucion del tamafio de la zona
glomerulosa (responsable de la secrecion de aldosterona). Esta ultima alteracion es una
consecuencia reconocida de la exposicion repetida a niveles elevados de ACTH durante
el estrés cronico (Aguilera y col., 1996; Nicolaides y col., 2015; Ulrich-Lai y col., 2006).
Aun mas, la reduccion en el consumo de alimento en estos mismos animales constituye
otro marcador confiable de estrés cronico (Maniam y Morris, 2012; Marti y col., 1994;
Valles y col., 2000). A pesar de haberse descripto algunos indicadores indirectos de la
accion del estrés cronico en los animales sujetos a CS, tanto de la actividad del eje HPA
como de su impacto sobre el organismo, los niveles de CORT permanecieron inalterados.
Esto podria deberse a la disponibilidad plasmatica de CBG. Como se menciond
previamente, una de las funciones de la CBG es fijar y transportar corticosteroides, entre
ellos la CORT. Se supone que de esta manera se regula la actividad de esta hormona, ya
que solo la fraccion libre ejerceria un efecto relevante sobre los tejidos (Breuner y
Orchinik, 2002; Breuner y col., 2013; Desantis y col., 2013). Sin embargo, esto atin se
encuentra en discusion y no existe un consenso firme entre los autores (Schoech y col.,
2013). A pesar de ello, es razonable argumentar que las CBG podrian haber disminuido
como consecuencia del CS, aumentando la disponibilidad de CORT libre, lo que

explicaria la ausencia de un incremento en los niveles totales. Si bien en este estudio no
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se analizaron los niveles de CBG, se han reportado hallazgos similares en ratas expuestas

a modelos de estrés social (Spencer y col., 1996; Stefanski, 2000).

El modelo de estrés cronico evaluado en esta tesis difiere de otros anteriores
fundamentalmente en la duracién de la exposicion al estrés y en el tipo de estrés social
evaluado. En este experimento, los animales fueron expuestos a los estresores de manera
continua por un lapso de 13 semanas, durante las cudles se evalu6 el impacto generado.
Sin embargo, lo usual es que los experimentos de estrés cronico se ejecuten en periodos
menores (conforme a los estudios revisados, el maximo suelen ser cuatro semanas). En
cuanto al estrés social crénico, la mayoria de los modelos descriptos estdn basados en
interacciones agonistas (disrupcién social, estrés psicosocial crénico) (Avitsur y col.,
2009; Bartolomucci, 2007), lo cual difiere del escenario de disrupcion social + altas
densidades aqui presentado. Los resultados obtenidos a partir de interacciones agonistas
deben interpretarse en consideracion del sexo, estatus social (dominante vs subordinado,
residente vs intruso) y de las condiciones de alojamiento (aislado, de a pares, en grupo),
siendo inconsistentes en los hallazgos o al menos dispersos (Habig y Archie, 2015). De
manera adicional, ese tipo de modelos no tiene en cuenta la influencia potencial de la
densidad de animales. En contraste, el modelo de estrés social cronico aqui evaluado resta
relevancia al comportamiento agonista e incluye el efecto del incremento de densidad, lo

cual no ha sido explorado previamente.

En conclusion, mediante los métodos propuestos, se pudo confirmar que los
tratamientos aplicados activaron el eje de estrés, e indujeron la aparicion de cambios
asociados al efecto del estrés cronico. Estos resultados no son llamativos, ya que ambos
desafios ambientales han sido reconocidos como estresores (Boonstra y col., 2014; Creel
y col., 2013; Dickens y Romero, 2013; Kitaysky y col., 2010; Schultner y col., 2013).
Aun méds, ante la ausencia de sinergismo en su accionar, es posible indicar que ambos
estresores difieren en su forma de actuar, lo que explicaria los diferentes cambios
observados. Cabe destacar que de acuerdo al esquema de exposicion utilizado en este
experimento, los estresores debieran clasificarse como continuos y predecibles (Dickens
y Romero, 2013; Koolhaas y col., 2011). Sin embargo, independientemente de esto, los
resultados sugieren que ambos estresores fueron lo suficientemente incontrolables como
para producir alteraciones caracteristicas de un estado de estrés crénico, aunque hayan

diferido en su intensidad.
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CAPITULO III

Patrones de crecimiento e inversion somatica en ratas expuestas a

estresores cronicos

Introduccion

En un sinndmero de especies de animales, la variacion en el tamaio y la condicién
corporal determinan caracteristicas propias del individuo, como ser interacciones
competitivas, habilidad en el uso de recursos, conductas ante la bisqueda de alimento,
defensas anti-predadores, exposicidn y resistencia a parasitos, entre otras (Blanckenhorn,
2000; Bolnick y col., 2011; Burthe y col., 2010; Griffiths y Brook, 2005; Okie y col.,
2013; Preisser y Orrock, 2012; Yan y col., 2014). Por ejemplo, los individuos de mayor
tamafio son mas capaces de competir por recursos, usualmente presentan un mayor fitness
reproductivo y son menos propensos a ser predados (Berner y Blanckenhorn, 2007;
Muiioz y Bonal, 2008; Preisser y Orrock, 2012). Adn mds, los individuos en mejor
condicién corporal estin mejor preparados para enfrentar y limitar una infeccién
(Beldomenico y Begon, 2010). En consecuencia, el crecimiento y la inversién somdtica

representan factores determinantes del fitness en muchas especies de animales.

Desde el nacimiento hasta alcanzar la madurez sexual, los recursos son
principalmente destinados al crecimiento (esfuerzo somatico), pero también necesitan
invertirse en demandas concurrentes y futuras, como ser la respuesta inmune a infecciones
y el desarrollo del sistema reproductivo. Los trade-offs resultantes de la disposicion de
recursos entre diversos aspectos fisioldgicos (Burthe y col., 2010; Oli, 1999) determinan
que exista variabilidad fenotipica entre individuos, representando consecuencias de
importancia para el crecimiento, supervivencia y reproduccion del individuo (Bolnick y
col., 2011; Boonstra, 2013b). Atn m4s, esta variabilidad entre aspectos individuales bien

podria tener un impacto sobre parametros demograficos (Bolnick y col., 2011).

A su vez, el crecimiento es influenciado por numerosos factores durante el transcurso
de la vida de un individuo; no sélo por la disponibilidad de alimento, pero también por la
densidad poblacional, la competencia y aspectos de salud, al igual que otros desafios
ambientales (English y col., 2012; Griffiths y Brook, 2005; Lee y col., 2012; Schmidt y
col., 2012). Ante la escasez de recursos y los desafios del ambiente, los organismos deben
priorizar el desarrollo y mantenimiento de algunos procesos en particular por sobre otros,

lo que resulta en un intercambio de recursos entre estas funciones (por ej., entre
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crecimiento e inmunidad) (Bolnick y col., 2011; Burthe y col., 2010; Kriengwatana y col.,
2013). Asimismo, el impacto de los desafios ambientales sobre el crecimiento dependera
de la fase de desarrollo en que sean enfrentados (Kriengwatana y col., 2013). A causa de
los numerosos procesos fisioldégicos que maduran en distintas etapas del desarrollo, el
crecimiento puede verse afectado de manera diferencial si los desafios ambientales son
enfrentados en una etapa temprana (por €j., juveniles) o mds tardia (por ej., sub-adultos)
(Kriengwatana y col., 2013). La inversion diferencial en aspectos somdticos puede
también influenciar un desarrollo desigual de diversos tejidos y 6rganos, lo cual se
determina no s6lo por alometria, pero también por la plasticidad fenotipica exhibida por

el organismo.

En este sentido, la reproduccion es una de las primeras funciones fisioldgicas que se
deprimen durante la exposicion a desafios ambientales (Derting y Compton, 2003; French
y col., 2007b). Por ejemplo, en un estudio experimental con lagartijas (Urosaurus
ornatus) se demostré que las hembras fueron capaces de invertir tanto en reproducciéon
como en curar sus heridas, pero sélo cuando el alimento abundaba (French y col., 2007a).
Por el contrario, cuando el alimento escaseaba, para curar sus heridas debieron reducir la
inversion en el sistema reproductivo. De igual manera, en un experimento con ratones
silvestres (Peromyscus maniculatus), se observd que al desafiarlos inmunoldgicamente
redujeron la asignacion de energia para el sistema reproductivo, a pesar del libre acceso
al alimento y a la bebida (Derting y Compton, 2003). Por otro lado, los tejidos digestivos,
de mantenimiento costoso, presentan una gran plasticidad para hacer frente a las

demandas energéticas impuestas por el medio (Bozinovic y col., 2007; Naya y col., 2007).

Dado que muchas de las caracteristicas de un organismo se encuentran relacionadas
al tamafio corporal y la inversiéon somatica, es de interés para el desarrollo y andlisis de
esta tesis comprender los factores que podrian estar afectando esta variacién, al tiempo
que expande nuestro conocimiento sobre las consecuencias de la exposicion de los
organismos a un ambiente cambiante. Considerando que en el mundo real los animales
estdn continuamente expuestos a patdgenos que requieren de costosas respuestas inmunes
(Beldomenico y Begon, 2010; Beldomenico y col., 2008a; Graham y col., 2011), el
desafio antigénico de los animales en estudio le confiere al experimento un mayor grado
de realismo. Este desafio inmunolégico no pone en riesgo las hip6tesis acerca del impacto
de los estresores ambientales sobre el crecimiento y la inversion somatica, ya que todos

los individuos fueron inmunizados por igual.
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En este capitulo, se plantearon las hipétesis de que i) la exposicidon prolongada a
escasez de alimento y conflicto social alteran los patrones de crecimiento en ratas, ya sea
actuando por separado o de manera sinérgica; y ii) estos estresores afectan de manera
diferenciada la inversion entre sistemas, resultando en trade-offs entre ellos. De acuerdo
a lo planteado previamente, los animales expuestos a los desafios ambientales crecerian
mds lentamente y alcanzarian un menor tamafio, plasmandose en curvas de crecimiento
de menor magnitud; al tiempo que se espera que el impacto difiera entre estresores.
Adicionalmente, algunas funciones fisioldgicas serdn priorizadas por sobre otras,
anticipandose que la inversion en reproduccion se reduzca en vista de favorecer funciones

pertinentes para la supervivencia inmediata.
Materiales y Métodos

Patrones de crecimiento, y medidas de condicion corporal e inversion somdtica

La obtencion de los datos necesarios para el desarrollo de este capitulo fue descripta

en la seccion de “Materiales y Métodos™ del Capitulo II.

e Patrones de crecimiento

En mamiferos, los patrones de crecimiento suelen ser representados
matematicamente con una funcion no linear de la edad, mejor caracterizada por una
ecuacion sigmoide (Zullinger y col., 1984). Los modelos no lineales mds comunes
proveen de pardmetros que pueden ser utilizados para efectuar comparaciones entre
grupos, ya que se controlan las diferencias que pudiera haber en tamafio corporal
(English y col., 2012; Griffiths y Brook, 2005). Para caracterizar el desarrollo de la masa
corporal, los pesos semanales de ratas de entre seis y 16 semanas de vida
(correspondiente a los pesos semanales entre las Semo y Semio del experimento) fueron
ajustados a tres modelos de crecimiento utilizados frecuentemente en mamiferos: las
ecuaciones de Gompertz, Richards, y logistica (Zullinger y col., 1984). Se consider6 el
crecimiento hasta la Semio del experimento para evitar la influencia de las alteraciones

producto de la introduccién del rack con ratones (ver Capitulo II).

Se seleccion6 el modelo que presento el mejor ajuste a los datos mediante el Criterio
de Informacion de Akaike (AIC, del inglés Akaike Information Criterion), para luego
extraer los pardmetros que describen las curvas de crecimiento. Este procedimiento de
selecciéon y extraccion se realizé de manera automdtica mediante el uso del paquete

“grofit” (Kahm y col., 2010). El modelo denominado “Gompertz” present6 el mejor
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ajuste de los pesos semanales (Gompertz: 42% de los 24 individuos considerados,
logistico: 33%, y Richards: 25%), en concordancia con estudios previos sobre el
crecimiento en roedores (Antinuchi y Luna, 2002; De Conto y Cerqueira, 2007; Jackson
y Van Aarde, 2003). Por tanto, el procedimiento fue programado para aplicar el modelo
Gompertz a todos los individuos, de manera que permita la comparacién entre ellos
(Merkling y col., 2012). Para cada espécimen se obtuvieron los siguientes parimetros de
crecimiento: retraso al inicio de la fase de crecimiento acelerado A, tasa médxima de
crecimiento representada por la pendiente mdxima pu, y crecimiento maximo A
representado por la asintota superior (Merkling y col., 2012; Zullinger y col., 1984). La
tasa maxima de crecimiento ¢ indica el incremento de peso por unidad de tiempo durante
la fase de crecimiento acelerado. Mientras que el crecimiento maximo A, donde la
pendiente de la curva de crecimiento alcanza el valor O, se refiere al peso corporal

maximo del grupo en cuestion.

e Andlisis longitudinal de condicion corporal e inversion somdtica

En los anélisis longitudinales se consideraron las medidas semanales de crecimiento
y condicién corporal: el peso corporal, la ganancia de peso corporal, y el indice de masa

corporal (log peso corporal / log largo corporal) (Labocha y col., 2014).

e Andlisis de punto final de condicion corporal e inversion somdtica

En los anélisis de punto final se consideraron las siguientes medidas de condicién
corporal e inversion somadtica registradas en la Semis, al finalizar el experimento: peso
corporal final, ganancia absoluta de peso corporal, indice de masa corporal final
(Labocha y col., 2014), y los pesos de los 6rganos colectados (absoluto y relativo, es
decir, en relacion al peso corporal). Asimismo, con el propdsito de verificar el impacto
que pudiera haber tenido la introduccion del rack con ratones sobre las medidas de punto
final (ver Capitulo II), se compararon las variables de peso y condicion corporal

registradas en las Semio y Semjs.

Andlisis estadistico

En el andlisis estadistico de los patrones de crecimiento (del tipo “punto final”) se
incluyeron como variables respuesta la tasa méxima de crecimiento u y el crecimiento
maximo A, que fueron obtenidos del modelo de crecimiento Gompertz. El retraso al inicio
de la fase de crecimiento acelerado A fue incluido en las curvas de crecimiento para

describir la forma de la curva, pero no fue considerado como variable respuesta debido a
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que este parametro no refleja ningin dato de relevancia bioldgica acerca del crecimiento

previo (el peso se registré recién a partir de los 28 dias de vida) (Downs y col., 2016).

Los andlisis de condicion corporal e inversion somdtica incluyeron como variable
respuesta las medidas repetidas (andlisis longitudinales) de peso corporal, ganancia de
peso corporal e indice de masa corporal; mientras que en los andlisis de punto final se
incluyeron las medidas finales de esas mismas variables y los pesos de Organos

seleccionados (absolutos y relativos).

Los detalles generales en cuanto a la construccién y seleccion de los modelos se

presentan en el “Anexo II: Andlisis estadisticos”.
Resultados

Patrones de crecimiento, y medidas de condicion corporal e inversion somdtica

e Patrones de crecimiento y andlisis longitudinal

Los individuos expuestos a restriccion alimentaria demostraron un crecimiento
bastante menor en comparacién de aquellos con libre acceso al alimento (evidenciado en
los andlisis longitudinales de inversion somadtica y en los andlisis de los parametros de

crecimiento) (Fig. 6 y 7, Tablas A4 y AS en Anexo II).

Tasa maxima de crecimiento
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Figura 6. Grdfico de cajas y bigotes representando la influencia de la restriccion
alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre la tasa mdxima de crecimiento (mediana,

lery 3er cuartil, y valores minimo y mdximo).
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Peso corporal
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Figura 7. Impacto de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre
medidas longitudinales de inversion somdtica y condicion corporal (el drea sombreada
corresponde a las semanas excluidas de los andlisis; mientras que en el grdfico A, la

linea punteada representa el peso critico en que se alcanza la madurez sexual).

La tasa mdxima de crecimiento presenté grandes diferencias entre los grupos de
tratamientos: los animales en RA crecieron alrededor de 13 g/semana, en contraste con
los 38,6 g/semana que crecieron los controles (Fig. 6, Tabla A4). Por el otro lado, los
animales s6lo bajo CS (alimentados ad libitum) crecieron por semana 6 g¢ menos que los

animales del grupo control (Fig. 6, Tabla A4). Cabe mencionar que la interaccion RA*CS
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fue significativa (p = 0,028), aunque de signo opuesto a los coeficientes de RA o CS por
separado, lo que indicaria que el impacto sobre la tasa de crecimiento estuvo limitado al
efecto de la RA (Fig.6, Tabla A4). Por otro lado, cabe destacar que no se encontraron
diferencias en el crecimiento maximo (asintota superior) que podria alcanzar cada uno de
los grupos (Tabla A4). De manera adicional, al finalizar el experimento, la ganancia de
peso corporal no difirié entre tratamientos, lo que podria deberse a que los animales con
libre acceso al alimento alcanzaron su tamafio adulto y detuvieron su crecimiento
naturalmente (Fig. 7, Tabla AS). Acerca del indice de masa corporal, durante las primeras
semanas se detectd una diferencia entre animales con acceso libre o limitado al alimento,

pero que fue disminuyendo promediando el experimento (Fig. 7, Tabla AS).

e Andlisis de punto final

Al finalizar el experimento, los individuos sometidos a restricciéon alimentaria
(independientemente de estar sometidos a CS o no), pesaron menos (32%) y presentaron
menor indice de masa corporal (3%) que aquellos con libre acceso al alimento, al tiempo
que ganaron casi la mitad del peso (43% menor) (Fig. 8, Tabla A6 en Anexo II). En cuanto
a los individuos bajo CS, a pesar de las diferencias en el consumo de alimento (ver
Capitulo II), no presentaron diferencias con respecto a los animales en densidades bajas
y un ambiente social estable. Asimismo, al comparar las medidas obtenidas en las Semo
y Sem;s (final), no se detectaron diferencias entre los efectos seleccionados ni entre los

coeficientes de los modelos (Fig. 8, Tabla A6).
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Figura 8. Grdfico de cajas y bigotes representando la influencia de la restriccion

alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre medidas de peso en Semioy Sem;s (#: p
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= <0,1; *: p = <0,05; **: p = <0,01; ***: p = <0,001) (mediana, ler y 3er cuartil, y

valores minimo y mdximo).

La mayoria de los 6rganos de los animales en RA pesaron menos (entre 10,1% -
gldndulas adrenales- y 40% -higado-) que aquellos de los animales alimentados ad libitum
(Tabla 2 y Tabla A7 en Anexo II). Sin embargo, al considerar el peso corporal, los pesos
relativos del bazo (27%), corazén (19%), glandulas adrenales (31%), testiculos (42%) y
epididimos (22%) fue mayor en los animales con alimento restringido (Tabla 2 y Fig. 9).
En contraste, el higado de estos mismos animales fue un 13% menor en relacion al peso

corporal (Fig. 9). Se destaca que el peso absoluto de los testiculos no fue diferente entre

grupos.

Diferencia en la masa relativa de ratas bajo RA (vs C)
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Figura 9. Grdfico de cajas y bigotes representando la influencia de la restriccion
alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre el peso relativo de organos
seleccionados, expresado en relacion al grupo Control (mediana, ler y 3er cuartil, y

valores minimo y mdximo).
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En cuanto a los individuos expuestos a CS, el peso absoluto y relativo de bazos y

pulmones fue mayor que el de aquellos animales en un ambiente social estable

(respectivamente, una diferencia de 13% y 10% en el peso absoluto, y de 24% y 18% en

el peso relativo) (Tablas 2 y A7, Fig. 9).

En la Tabla 2 se presentan datos descriptivos de los pesos de los oérganos

seleccionados (absolutos y relativos).

Tabla 2. Datos descriptivos del peso de los organos seleccionados de ratas expuestas a

restriccion alimentaria (RA) y/o conflicto social (CS).

Peso de los Tratamiento
organos (g) C RA CS RA + CS
Corazén 1,05+0,05° 0,80+0,12° 1,03+0,11*° 0,85+0,08"
relativo (x10%) 0,26 +0,02* 0,31 +0,02®* 0,27 +0,02* 0,32+0,0°
Pulmones 1,41 £0,13%® 1,03+0,17° 1,64 +0,25° 1,20 £0,15%
relativo (x10?) 0,35+0,05* 0,40+0,06° 0,43 +0,06" 0,45 +0,06°
Bazo 0,50 +£0,04* 0,39+0,03° 0,57 +0,08° 0,44 +0,05%
relativo (x10%) 0,13+0,01* 0,15+0,01®® 0,15+0,01®® 0,16 +0,02"
Higado 12,93 +0,83* 7,18 +0,59° 12,44 +1,06* 7,56 0,76
relativo (x10) 324+0,22° 2,76+007° 3,23+0,13* 2,82+0,24"
Rifiones 2,66 +0,08* 1,62+007° 2,56+0,1* 1,75+0,16"
relativo (x10%) 0,66 +0,03 062+002 067+0,02 0,65+0,05
Gland. adrenales (x10) 0,49 +£0,04*° 0,37 +0,07° 0,43 +£0,07® 0,41 0,05
relativo (x10°) 0,12+0,01* 0,14+0,02° 0,11 £0,02* 0,15+0,02"
Testiculos 2,87 + 0,06 2,70+£0,23 2,71 +0,11 2,64 +0,23
relativo (x10%) 0,72 +0,05° 1,04+0,04> 0,71 £0,04* 0,98 +0,07"
Epididimos 1,19 +0,08° 098+027° 1,13+0,1*  0,95+0,15°
relativo (x10?) 0,30 £0,02* 0,37 +0,09° 0,29+0,02* 0,35+0,05°

Letras diferentes en superindice indican diferencias significativas.
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Discusion

Considerando que la exposicion de machos juveniles de rata a dos de los desafios
ambientales mds comunes en la naturaleza modificé sus patrones de crecimiento y de
inversion somatica, se acepta la primera de las hipdtesis planteadas en este capitulo.
Conforme a lo esperado, la escasez de alimento resulté en una declinacién marcada del
crecimiento, con una tasa maxima de crecimiento de los animales expuestos a RA 67%
inferior a la presentada por aquellos con alimento ad libitum. Un hallazgo interesante fue
encontrar que las ratas expuestas a un ambiente social inestable (CS), que disminuyeron
su ingesta a pesar de ser alimentadas ad libitum (ver en Capitulo II), presentaron una tasa
maxima de crecimiento 6% inferior que aquellos en condiciones sociales estables, al

tiempo que su crecimiento se redujo en 6 g cada semana.

Es sabido que el crecimiento del tamafio corporal se limita de acuerdo a la cantidad
de energia disponible y los gastos de mantenimiento del individuo (Griffiths y Brook,
2005). La declinacién abrupta que se observé durante las primeras semanas del
experimento en la ganancia de peso corporal de las ratas con restricciéon alimentaria,
podria reflejar un intento por destinar los recursos disponibles a satisfacer los costos de
mantenimiento, reduciendo los recursos destinados al crecimiento somatico. Esta
estrategia de restringir el crecimiento para hacer frente a los costos de mantenimiento es
habitual entre diversas especies de mamiferos de menor tamaiio, siendo puesta en juego
ante situaciones adversas y escasez de recursos (Bozinovic y col., 2007; Yan y col., 2014;
Zhu y col., 2013). Por otro lado, la influencia del conflicto social sobre el crecimiento
corporal es menos clara. La reduccion detectada en la tasa maxima de crecimiento de los
animales en un ambiente social inestable responde a la disminucién en el consumo de
alimento descripta en el Capitulo II. Como bien se indic6 previamente, seria consecuencia
de la respuesta de estrés ejecutada ante la inestabilidad social y el incremento de densidad

(Blanchard y col., 2001; Chaby y col., 2016; Maniam y Morris, 2012).

A pesar del marcado contraste en las tasas mdximas de crecimiento, no se detectaron
diferencias en el crecimiento maximo (representado por la asintota superior) (Tabla A4)
de las ratas expuestas a los desafios ambientales. Esto pareceria sugerir que, si las
condiciones prevalecieran, los animales bajo restriccion alimentaria continuarian
creciendo hasta alcanzar un tamafio adulto estdndar. Sin embargo, esto parece poco
probable, dado que los mamiferos presentan un crecimiento determinado, que se

enlentece considerablemente luego de alcanzar la madurez sexual (Mumby y col., 2015).
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Ademads, si se considera la tasa méxima de crecimiento presentada por esos individuos,
el crecimiento maximo se alcanzaria pasados los dos afios, lo que supera las expectativas

de vida de la especie.

El patrén de crecimiento corporal es un pardmetro clave en la historia de vida de un
organismo, ya que influencia la edad en que se alcanza la madurez sexual y por tanto
condiciona el potencial y éxito reproductivo de los individuos (Griffiths y Brook, 2005).
De hecho, la transicion de la etapa de crecimiento a la de reproduccién produce una
relacién notoria entre edad y tamafio corporal a la madurez (Berner y Blanckenhorn,
2007). En ratas de laboratorio, de la cepa Wistar, los machos alcanzarian la madurez
sexual con aproximadamente 160 g de peso (Campion et al., 2013); mientras que en
ejemplares de ratas pardas (Rattus norvegicus) de vida libre, tanto de poblaciones
templadas como tropicales, sucederia a los 200 g de peso (Porter y col., 2015). Esto
sugiere que este seria el rango de pesos criticos en los que se activan los procesos
fisiolégicos que subyacen a la vida reproductiva de esta especie (Berner y Blanckenhorn,
2007; Porter y col., 2015). Basado en esto, las ratas del experimento con libre acceso al
alimento alcanzaron este peso critico entre la 6 y 8* semana de vida, mientras que aquellas
con acceso restringido lo hicieron casi un mes més tarde (Fig. 7). Esta diferencia indica
que las ratas alimentadas ad libitum habrian iniciado su reproducciéon mas temprano, lo
que incrementaria su potencial reproductivo con respecto a las ratas con alimentacién

restringida.

En cuanto a la segunda hipoétesis planteada, acerca de los recursos asignados a otras
funciones fisioldgicas, efectivamente se verifico una inversion diferencial entre sistemas,
reflejada de manera indirecta por el peso de los 6rganos asociados. Sin embargo, contrario
a lo esperado, los resultados obtenidos demostraron un incremento de la inversion en
tejidos reproductivos en los animales expuestos a RA. El desarrollo de la masa de los
testiculos y epididimos se encuentran asociado a un aumento de la espermatogénesis
(Derting y Virk, 2005) y a la competencia espermética (Klemme y col., 2014), por lo que
frecuentemente es utilizado como indicador de la inversion en reproduccién (Klemme y
col., 2014). La limitacién de recursos determiné que la masa corporal de los individuos
expuestos a restriccion alimentaria fuese un 32% menor que la de aquellos alimentados
ad libitum. Sin embargo, la masa de los testiculos y epididimos no fue afectada,
determinando que una mayor cantidad relativa de energia fuese invertida en tejido

reproductivo (por €j., la masa testicular represento el 1% de la masa corporal en las ratas
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con alimento restringido, mientras que s6lo alcanzé el 0,7% en aquellas con libre acceso
al alimento). Rocha y col. (2012) reportaron un incremento similar de la masa relativa de
testiculos y epididimos en ratas expuestas a restriccion alimentaria del 30% durante 150
dias, aunque en ese experimento no contemplaron la comparacién con otras funciones

fisioldgicas o variables causales de estrés.

Estos resultados sugieren que la inversion en tejidos reproductivos por parte de las
ratas expuestas a la restriccion de alimento podria representar una estrategia adaptativa
para maximizar la reproducciéon ante el compromiso de su propia supervivencia. De
hecho, estos animales invirtieron en reproduccion a pesar de haber inmunizadas con ASB
(en representacion de la exposicion a un patégeno). De manera similar, experimentos
previos demostraron que roedores no estresados priorizaron su reproduccién ante la
exposicion a un antigeno: machos adulto de ratones silvestres (Peromyscus maniculatus)
que fueron desafiados con un antigeno incrementaron tanto la funcién inmune como la
masa de tejidos reproductivos (Derting y Virk, 2005), en tanto que machos de hamster
siberiano inyectados con lipopolisacdrido retardaron la regresion estacional de sus
gbénadas (Weil y col., 2006). Los resultados obtenidos en el marco de esta tesis sugieren
que la reducida disponibilidad de alimento y el incremento de la exposicion a patdégenos,
lo que usualmente ocurre de manera simultdnea ante densidades poblacionales altas,
podrian comportarse como indicadores de malas perspectivas de sobrevida. Cuando los
recursos son limitados y las infecciones abundan, los roedores machos favorecerian el
desarrollo de tejido reproductivo, aunque ello represente la reduccion de otras funciones
fisioldgicas relevantes (como ser inmunidad y crecimiento), como una estrategia de

inversion terminal ante condiciones ambientales adversas.

El bazo y los pulmones fueron otros de los 6rganos favorecidos por la respuesta ante
el estrés, aunque no en la misma magnitud que los testiculos y epididimos. El incremento
de la masa esplénica es frecuente ante la exposicion a un antigeno (Murphy, 2012), lo que
incluso es considerado como una medida indirecta de la funcién inmune (Bordes y col.,
2012; Corbin y col., 2008; Schulte-Hostedde y col., 2012). La masa relativa del bazo fue
mayor en los individuos expuestos a cada uno de los estresores analizados que en aquellos
no expuestos. Este incremento relativo en la masa esplénica podria ser el reflejo de una
funciéon inmune aumentada, siendo que cada estresor estimuld la inmunidad humoral

adaptativa en estas mismas ratas (ver en Capitulo V).
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Por otro lado, la masa relativa de los pulmones se encontré6 aumentada en los
animales expuestos a conflicto social, no asi en aquellos expuestos a restriccion
alimentaria. Si bien no se realiz6 una valoracion de la histologia pulmonar, este hallazgo
puede atribuirse a una respuesta pro-inflamatoria, cual ha sido descripta en ratones
expuestos a un modelo de estrés psicosocial, ya sea con (Quan y col., 2001) o sin
exposicion a un antigeno (Curry y col., 2010). Este estado inflamatorio a nivel pulmonar,
que induce el acimulo de neutréfilos y la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, se
ha vinculado a un estado de resistencia a los GCs (Curry y col., 2010), que incluso ha
sido propuesto como una forma de proteccion contra los efectos inmunosupresivos del
estrés cronico (Bartolomucci, 2007). Por tanto, teniendo en cuenta el aumento del tamafio
de los pulmones de las ratas expuestas a conflicto social y los resultados de otros autores,
se considera que el proceso mencionado en los pulmones podria ser adaptativo,
representando un incremento profildctico de la inmunidad. Esta interpretacion tiene
sentido desde un punto de vista bioldgico ante altas densidades poblacionales, cuando
abundan las oportunidades de interacciéon social y los individuos podrian enfrentar
mayores riesgos de transmision de patdgenos (Caillaud y col., 2013; May y Anderson,
1979; Nunn y col.,, 2015), en particular patogenos respiratorios (€j., Bordetella

bronchiseptica, ver en Forbes y col., 2015).

En cuanto a la disminucién de masa hepética observada en los animales con alimento
restringido, se trata de un hallazgo consistente con estudios previos sobre hibernacion e
inanicion, tanto experimentales como de campo (ver en Bozinovic y col., 2007; y McCue,
2010). Dado que el higado es considerado un o6rgano “costos” desde el punto de vista
metabodlico (Bozinovic y col., 2007; Burton y col., 2011; Ksigzek y col., 2009), la
reduccion de su tamafio podria haber reservado recursos para dar prioridad a otras

funciones (por €j., reproduccion y/o inmunidad).

En conclusion, estos resultados enfatizan que los animales ponen en juego diversas
estrategias para responder a los desafios ambientales enfrentados durante el desarrollo.
Las diferencias observadas en los patrones de crecimiento y en el desarrollo somatico de
diversos 6rganos evidencia la plasticidad fenotipica exhibida por las ratas en respuesta a
dos de los estresores ambientales cominmente enfrentados durante periodos de alta
densidad poblacional. Siendo que el tamafio corporal posee gran relevancia en la
competencia entre ejemplares de la misma especie, el mayor tamafio alcanzado por los

animales alimentados ad [libitum representa una ventaja competitiva por sobre los
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animales con alimento restringido. Atin mas, sumado al retraso del inicio de la temporada
reproductiva, sugiere que el éxito reproductivo de los ejemplares de menor tamaio estaria
en riesgo. Sin embargo, estos mismos animales priorizaron la inversioén de recursos en
tejidos reproductivos, en un intento de inversion terminal para compensar lo expuesto
previamente. Por otro lado, los ejemplares enfrentados a un mayor nimero de
interacciones sociales, y por ello potencialmente expuestos a un mayor riesgo de contagio
de patdgenos, no invirtieron en reproduccion, pero si lo habrian hecho en inmunidad
profildctica. En resumen, la clara divergencia entre las estrategias implementadas por
ratas expuestas de manera prolongada a diferentes desafios ambientales podria
representar importantes consecuencias para la reproduccion y supervivencia de los

individuos.
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CAPITULO IV

El perfil leucocitario como marcador de la respuesta inmune celular: su

variacion bajo condiciones de estrés

Introduccion

(Qué medidas o métodos son los apropiados para explorar la variacién e inversion
en defensas inmunes? La respuesta a este interrogante constituye un factor clave para el
estudio y la comprension de la funcién inmune ante la influencia ejercida por el ambiente.
Una sola medida usualmente no abarca la complejidad del sistema inmune, por lo que
debe considerarse que cada medida analizada constituye s6lo un reflejo parcial de esta
complejidad, y no debieran considerarse como indicadores generales de
inmunocompetencia. La inmunocompetencia de un individuo, entendida como la
capacidad para montar una respuesta inmune apropiada ante la exposicion a un patogeno,
es un aspecto critico de la resistencia a enfermedades y, por tanto, de la supervivencia
(Beldomenico y Begon, 2010; Biard y col., 2015; Demas y col., 2011b; Viney y col.,
2005). Sin embargo, debido a que la modulacién de diversos aspectos especificos de la
respuesta inmune puede diferir, se trata de un concepto de dificil aplicacion e
interpretacion en la practica (Demas y col., 2011b). De manera que, para lograr una mayor
comprension de la inmunocompetencia de un organismo, debieran analizarse en paralelo
multiples medidas del sistema inmune (Boughton y col., 2011; Pedersen y Babayan,
2011). En este Capitulo se abordara la influencia de dos estresores ambientales sobre el
perfil leucocitario como marcador de la respuesta inmune celular; mientras que en el
Capitulo V se tratard su impacto sobre pardmetros seleccionados de la respuesta inmune

humoral.

El perfil leucocitario como marcador de la respuesta inmune celular

Desde hace algtn tiempo atrds, se ha vuelto comun el uso de variables fisioldgicas
como “herramientas” para analizar aspectos ecologicos (Davis y col., 2008). Este
enfoque, enmarcado en una nueva disciplina denominada “fisiologia de la conservacion”,
ha permitido afrontar preguntas ecoldgicas claves acerca de la relacion entre especies y
ambiente o de los factores subyacentes a los eventos de historias de vida (Davis y col.,
2008; Johnstone y col., 2015). En los dltimos afios, se ha demostrado que herramientas
de uso frecuente para el monitoreo y diagndstico del estado de salud y enfermedad en

veterinaria y medicina humana, como ser la valoraciéon de parametros hematolégicos
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(Weiss y Wardrop, 2010), son también de utilidad para el estudio de dindmicas de salud
en especies silvestres (Beldomenico y col., 2008b; Budischak y col., 2012; Eberhardt y
col., 2015). Debido a que los glébulos blancos (o leucocitos) estin directamente
involucrados en la respuesta inmune de los mamiferos (Weiss y Wardrop, 2010), la
estimacion de los niveles de leucocitos en circulacidn provee de una estimacion global de
la actividad inmune (Cutrera y col., 2010). De similar manera, el andlisis del perfil
leucocitario es considerado como un indicador adecuado para la evaluacién de la
respuesta inmune mediada por células en estudios ecoldgicos (Biard y col., 2015;
Boughton y col., 2011; Young y col.,, 2015a). Constituye una herramienta de uso
frecuente, principalmente debido a su relativa simplicidad, la posibilidad de uso en
condiciones de campo, y no precisar de evaluaciones repetidas (en contraste con la cldsica
prueba de hipersensibilidad diferida en respuesta a la inoculacion con fitohemaglutinina)

(Boughton y col., 2011; Demas y col., 2011b; Salvante, 2006).

El andlisis del perfil leucocitario comprende el conteo total de glébulos blancos y el
conteo diferencial de cada uno de los cinco tipos celulares (en la mayoria de las especies):
linfocitos, neutrofilos, eosindfilos, basofilos y monocitos (Davis y col., 2008; Weiss y
Wardrop, 2010). Estas células derivan de células madre hematopoyéticas, las cudles luego
se diferencian en leucocitos mononucleares (linfocitos y monocitos) y
polimorfonucleares. A su vez, los linfocitos se diferencian en linfocitos B, linfocitos T.
En conjunto, los linfocitos B y T coordinan la respuesta inmune adquirida: los linfocitos
B poseen un rol primordial en la respuesta inmune humoral a través de la produccién de
anticuerpos (serdn tratados en el Capitulo V); mientras que los linfocitos T participan de
la inmunidad humoral a través de la activacion de los linfocitos B, y de la inmunidad
celular mediante la eliminacion de células infectadas o tumorales (T citotoxicos y helpers)

(Davis y col., 2008; Demas y col., 2011b; Weiss y Wardrop, 2010).

En cuanto a la respuesta inmune innata celular, se encuentra mediada por las células
NK (del inglés natural killers), los leucocitos polimorfonucleares, y los monocitos. Las
células NK atacan y lisan células infectadas de manera inespecifica. Los leucocitos
polimorfonucleares incluyen tres tipos de células: neutréfilos, eosinéfilos y basoéfilos. Los
neutréfilos proliferan en circulacién en respuesta a infecciones, inflamacion y estrés, y
cumplen funciones como fagocitos, reconociendo y eliminando células o
microorganismos que han sido marcados con anticuerpos y/o proteinas del complemento.

Los eosindfilos y baséfilos participan en procesos inflamatorios a través de la secrecién
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de proteinas activas, como toxinas, prostaglandinas e histamina, ademds de actuar como
células presentadoras de antigenos. Ademas, los eosindfilos cumplen un rol esencial en
las defensas contra pardsitos. Por tdltimo, los monocitos, de larga vida media, estin
asociados a las defensas contra infecciones, convirtiéndose en macréfagos al migrar a los
tejidos. Estos dltimos, ejercen su accidn a través de la fagocitosis de células infectadas o
envejecidas y de la activacion de los linfocitos T y B, ademds de actuar como células
presentadoras de antigenos (Davis y col., 2008; Demas y col., 2011b; Weiss y Wardrop,
2010).

Sin embargo, es menester destacar que la interpretacion de estas medidas fisioldgicas
en animales de vida libre es compleja, ya que son influenciadas por multiples factores
ambientales e individuales (Johnstone y col., 2015). Cada medida a considerar estard
condicionada por la especie en particular, en una compleja interaccion entre su historia
de vida, fisiologia, comportamiento, y el contexto ambiental de ese momento (estresores
ambientales) (Eberhardt y col., 2015; Johnstone y col., 2015). De hecho, se encuentra
ampliamente demostrado que el estrés agudo produce importantes cambios en la
composicion leucocitaria del torrente sanguineo: en los primeros minutos, el nimero de
linfocitos se incrementa, para luego disminuir (linfopenia); al tiempo que se incrementa
el nimero de neutréfilos (neutrofilia) (Davis y col., 2008; Dhabhar y McEwen, 1997;
Dhabhar, 2014; Dhabhar y col., 1995). Esta respuesta ante el estrés desencadena un
fendomeno de redistribucion 'y migracién leucocitaria  (conocido  como
inmunodistribucién), por el cual los leucocitos abandonan el torrente sanguineo y se
trasladan hacia potenciales sitios de accidén en los diferentes tejidos del organismo
(Dhabhar y McEwen, 1997; revisado en Dhabhar, 2014). Incluso, estos cambios en los
niveles leucocitarios y en la razon neutréfilos:linfocitos han sido propuestos y usados
regularmente como medida indirecta del impacto de los estresores sobre el organismo
(revisado en Davis y col., 2008). En cuanto al impacto del estrés cronico, existe evidencia
que indica que la activacion del eje HPA y la exposicién prolongada a GCs provocarian
un efecto similar al estrés agudo (Davis y col., 2008), o una reduccion general de los
leucocitos circulantes (Dhabhar, 2008). De todos modos, el impacto del estrés,
principalmente del crénico, sobre el perfil leucocitario ain no es claro, mds atn al
considerar que distintos estresores ambientales podrian diferir en la respuesta puesta en
marcha por el organismo (Bowers y col., 2008; Brooks y Mateo, 2013; Chester y col.,

2010) y en su influencia sobre cada tipo leucocitario (Johnstone y col., 2012)

54



CAPITULO IV

Por lo expuesto, ante la eleccion de marcadores del sistema inmune para su aplicacién
a estudios eco-epidemioldgicos, se requiere del estudio de los factores que influyen en su
variacion, lo que puede aportar informacion valiosa para la interpretacién y comprension
de lo que suceda en especies silvestres (Eberhardt y col., 2015). Acerca de los estresores
ambientales aplicados en el experimento con ratas (detallado en Capitulo II), se ha
reportado que el estrés social cronico tiene un efecto similar al ya descripto, indicandose
la presencia de leucopenia y neutrofilia (Bartolomucci, 2007; Engler y col., 2004;
Stefanski, 2001). En el caso de la restriccion alimentaria prolongada, los resultados
obtenidos han sido dispares, dependiendo de la duracién y la intensidad de la restriccién,
desde no afectar los niveles de leucocitos ni de sus tipos celulares (Ksigzek y
Konarzewski, 2012) hasta descensos marcados de leucocitos totales, neutréfilos y

linfocitos (Hubert y col., 2000).

En este Capitulo se explora el efecto de dos estresores ambientales sobre la
inmunidad mediada por células. Considerando que el fin dltimo es identificar potenciales
marcadores de inmunidad para estudios eco-epidemioldgicos en roedores silvestres, se
evalué el perfil leucocitario como marcador de este tipo de respuesta inmune. Se
analizaron las siguientes hipdtesis: 1) el perfil leucocitario en ratas es alterado de manera
diferencial por la exposicidon prolongada a restriccién alimentaria o conflicto social; ii)
debido al efecto inmunosupresor del estrés crénico, no es evidente un incremento de la
inmunidad celular adquirida. Se predijo que los animales expuestos crOonicamente a
conflicto social evidenciarian una clasica respuesta de estrés, con neutrofilia y linfopenia;
mientras que en aquellos animales expuestos a restriccion alimentaria primaria un
descenso generalizado de los distintos tipos de leucocitos. Ademads, de acuerdo a lo
planteado previamente en el Capitulo I acerca de la influencia del estrés cronico sobre el
sistema inmune, los conteos de linfocitos no se incrementarian en respuesta a la

exposicion a un antigeno.
Materiales y Métodos

Toma de muestra y andlisis hematolégico

A partir del experimento detallado en el Capitulo II, se obtuvieron muestras
semanales de sangre entera de cada uno de los individuos bajo estudio. Cabe sefalar que
esto fue realizado de manera previa a cualquier otro procedimiento. L.os animales fueron
inmovilizados mediante sujecién fisica, y las muestras fueron obtenidas en un tiempo

inferior a los 3-5 minutos por animal (ambas acciones a cargo del personal del CMC). La
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venipuncién se realizé en las venas coccigeas y laterales de la cola, extrayéndose un
volumen sanguineo semanal méximo de entre 100 y 300 ul (segin la edad y peso del
animal). Las muestras de sangre entera se colocaron en tubos eppendorf, con EDTA como
anticoagulante, y se mantuvieron refrigeradas hasta su posterior andlisis. En la Semz, una
buena parte de las muestras se coaguld (parcial o totalmente) durante la extraccion, por

lo que no pudieron ser analizadas.

El conteo total de leucocitos se efectud a través de un analizador hematolégico de
uso veterinario (BC 2800 Vet, Mindray®), dentro de las 2-4 h de efectuada la extraccion.
A continuacion, se prepararon extendidos sanguineos, los cudles fueron tefiidos mediante
la técnica de May-Griinwald-Giemsa. Para el conteo diferencial de los leucocitos se
consideré un minimo de 100 células, las cuales fueron clasificadas de acuerdo a sus
caracteristicas morfoldgicas (Weiss y Wardrop, 2010). El conteo absoluto de cada
poblacidn leucocitaria se obtuvo a partir de multiplicar el conteo diferencial por el conteo

total de leucocitos.

Como indicadores de la inmunidad celular innata, se consideraron los conteos
absolutos de monocitos y granulocitos (neutréfilos y eosinéfilos), en tanto que para medir
la inmunidad celular adquirida se utilizaron los conteos absolutos de linfocitos. Por
ultimo, se evalud la razén neutréfilo:linfocito (N:L), como indicador de un patrén
hematolégico usualmente asociado al estrés crénico. Los basoéfilos no fueron
considerados, debido a que fueron detectados en pocos individuos y con conteos bajos.
Se optd por analizar sélo los conteos absolutos y no las proporciones de cada tipo celular,
debido a que ésta ultima medida provee escasa informacién acerca de los cambios que
ocurren en el perfil leucocitario, por lo que su valor analitico es limitado (revisado en

Weiss y Wardrop, 2010).

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico consideré dos objetivos: 1) un andlisis longitudinal (medidas
repetidas), para analizar el impacto de los tratamientos sobre el perfil leucocitario a lo
largo del experimento; y i1) un analisis del tipo “pre/post” para analizar el cambio en la
trayectoria del perfil leucocitario antes y después de cada desafio antigénico con ASB.
En los andlisis longitudinales, se consideraron como variables respuesta el conteo total de
glébulos blancos, el conteo absoluto de cuatro de los tipos leucocitarios (linfocitos,
neutréfilos, eosindfilos y monocitos) y la razon N:L; mientras que en los andlisis del tipo

“pre/post”, la variable respuesta fueron los conteos de cada tipo leucocitario, aunque
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expresados como la diferencia entre semanas (semana actual - semana previa). Dada la
magnitud de sus valores, estas variables fueron tratadas como variables continuas
(normalizandose cuando fuese necesario). En el caso de los andlisis longitudinales, se
dividieron en dos partes: “fase de induccion de estrés”, entre las Semop y Sems, para
analizar el impacto de los estresores; y “fase de estrés + inmunizacion” para analizar el
efecto de los estresores durante entre las Sem7 y Sem;s. Cabe indicar que la Sem> fue
excluida de los andlisis longitudinales, debido a que los valores obtenidos fueron alterados

por encontrarse muchas muestras coaguladas, total o parcialmente.

Los detalles generales en cuanto a la construccién y seleccién de los modelos se
presentan en el “Anexo II: Andlisis estadisticos”. Cabe sefalar que para la correcta
interpretacion de los analisis “pre/post” (interacciones de 4° orden) se ofrecen gréficos

predictivos a partir de los modelos lineales mixtos.
Resultados

Efecto de los tratamientos v del desafio antigénico sobre las travectorias semanales de

los conteos de cada tipo leucocitario

Los andlisis estadisticos se presentan en las Tablas A8-A17, en Anexo II.

e Leucocitos

El conteo semanal de glébulos blancos no demostré diferencias entre los tratamientos
aplicados en ninguna de las dos fases analizadas (Fig. 10, Tabla A8). El tunico efecto que
pudo observarse es un incremento semanal de los leucocitos durante la fase de estrés

(Semp a Sems) (el término “Sem” fue significativo, p = 0.031) (Tabla AS).

Conteo de leucocitos
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Figura 10. Impacto de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre los

conteos semanales de leucocitos (la linea punteada representa la diferencia entre fases,
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el drea sombreada indica la semana excluida de los andlisis, mientras que las flechas

negras indican las semanas en que se inmunizo con ASB).

En cuanto al cambio en la trayectoria antes y después de cada desafio antigénico, se
observé que el conteo aument6 en todos los grupos luego de la 1* inoculacién de ASB
(Fig. 11, Tabla A9). Sin embargo, luego de la 2* y 3* inmunizacién, se evidencié una
divergencia en las trayectorias de animales expuestos y no expuestos a CS: en los grupos
sin CS, el conteo de leucocitos se incrementd luego de la 2* inmunizacién, y disminuy6
luego de la 3*. En contraste, en los grupos expuestos a CS, los leucocitos disminuyeron

luego del 2° desafio antigénico, y se incrementaron luego del 3°.

C RA Cc RA

= 15 15 A o B
o 10 10 & 5 5
b s 5 E= W b P
&2 22
g 0 v { 0 s%r ‘% %ﬁr o2 0 Ml 0 T
22 5 5 By &
B 5 : e * . £
5 -0 0 B 2y 5
(@] -15 P 15 P — fa}

10 20 30 19 20 30 1“ 2‘) 30 1B 2 3"
_ cCs RA+CS _ Ccs RA+CS
ol 15 15 ©
5 10 10 & 5 5
5 & : Lo
B2 %, w = 7 .
&2 0 & {% F? 0 }‘E’ %‘T] {7 ol i - 'V 0 7 . 7
°F & & 22 . 7 .
o~ 5=
5 10 8 5 )
o 1 15 o — —————

1° 20 3¢ 1o 20 3@ § 20 3 gL 2¢ ae

Desafio antigénico Desafio antigénico Desafio antigénico Desafio antigénico

Figura 11. Influencia de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre
la diferencia semanal en el conteo de leucocitos antes y después de los desafios
antigénicos con ASB (circulo relleno = previo, tridngulo vacio = posterior): A) Media y
desvio estdndar de los datos obtenidos; B) Datos predichos a partir de modelos lineales

mixtos.

e Linfocitos

De manera similar a lo ocurrido con el conteo total de glébulos blancos, no se
encontraron diferencias entre los tratamientos en el conteo semanal de linfocitos, en
ninguna de las dos fases analizadas (Fig. 12, Tabla A10). En tanto, se detect6 que en cada

fase del experimento los conteos incrementaron para luego disminuir.
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Conteo de linfocitos
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Figura 12. Impacto de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre los
conteos semanales de linfocitos (la linea punteada representa la diferencia entre fases,
el drea sombreada indica la semana excluida de los andlisis, mientras que las flechas

negras indican las semanas en que se inmunizo con ASB).
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Figura 13. Influencia de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre
la diferencia semanal en el conteo de linfocitos antes y después de los desafios
antigénicos con ASB (circulo relleno = previo, tridngulo vacio = posterior): A) Media y
desvio estdndar de los datos obtenidos; B) Datos predichos a partir de modelos lineales

mixtos.

El comportamiento del conteo de linfocitos luego de los desafios antigénicos fue
similar para todos los grupos de tratamientos (Fig. 13, Tabla All): se incrementaron

luego del 1°, y disminuyeron luego del 2° y 3°.
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e Neutrdfilos

En el caso de los neutréfilos, se observo un incremento sostenido durante la fase de
estrés, aunque no se detectd un impacto por parte de cada uno de los tratamientos
implementados (Fig. 14, Tabla A12). Ademas, no se detect6 ningun tipo de efecto durante
la fase de estrés + inmunizacién (Tabla A12). Por otro lado, luego de cada una de las
inmunizaciones los neutréfilos incrementaron su conteo en el torrente sanguineo, de

manera indistinta del grupo que se tratara (Fig. 15, Tabla A13).

Conteo de neutrofilos
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Figura 14. Impacto de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre los
conteos semanales de neutrofilos (la linea punteada representa la diferencia entre fases,
el drea sombreada indica la semana excluida de los andlisis, mientras que las flechas

negras indican las semanas en que se inmunizo con ASB).
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Figura 15. Influencia de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre
la diferencia semanal en el conteo de neutrdfilos antes y después de los desafios
antigénicos con ASB (circulo relleno = previo, tridngulo vacio = posterior): A) Media y
desvio estdndar de los datos obtenidos; B) Datos predichos a partir de modelos lineales

mixtos.
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e Monocitos

En ninguna de las dos fases analizadas se detectd un efecto de los tratamientos sobre
el conteo de monocitos (Fig. 16, Tabla Al4). Sin embargo, se observé un descenso

general de los conteos luego de los desafios antigénicos.
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Figura 16. Impacto de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre los
conteos semanales de monocitos (la linea punteada representa la diferencia entre fases,
el drea sombreada indica la semana excluida de los andlisis, mientras que las flechas

negras indican las semanas en que se inmunizoé con ASB).
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Figura 17. Influencia de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre
la diferencia semanal en el conteo de monocitos antes y después de los desafios
antigénicos con ASB (circulo relleno = previo, tridngulo vacio = posterior): A) Media y
desvio estdndar de los datos obtenidos; B) Datos predichos a partir de modelos lineales

mixtos.

En cuanto al impacto de las inmunizaciones sobre el conteo de monocitos:

disminuyeron luego de la 1* inmunizacién, y aumentaron luego de las otras dos, efecto
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inverso al observado en los conteos de linfocitos (Fig. 17, Tabla A15). Asimismo, no se

detectaron diferencias entre los tratamientos.
e FEosindfilos

Durante la fase de estrés, los conteos de eosinéfilos no evidenciaron ningtin impacto
por parte de los estresores, como tampoco algin efecto debido al paso del tiempo (Fig.
18, Tabla A16). Sin embargo, luego de comenzados los desafios antigénicos, se observo
un incremento general de esta poblacidn leucocitaria, aunque sin evidencia de efecto por

parte de los estresores (Tabla A16).
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Figura 18. Impacto de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre los
conteos semanales de eosindfilos (la linea punteada representa la diferencia entre fases,
el drea sombreada indica la semana excluida de los andlisis, mientras que las flechas

negras indican las semanas en que se inmunizoé con ASB).

En esta serie de resultados llama la atencién que los conteos de eosindfilos se
incrementaron luego de cada inmunizacién en los animales expuestos a RA, mientras que
disminuyeron en aquellos con libre acceso al alimento (Fig. 19, Tabla Al17). El

incremento fue el mismo luego de cada desafio antigénico.
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Figura 19. Influencia de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre
la diferencia semanal en el conteo de eosindfilos antes y después de los desafios
antigénicos con ASB (circulo relleno = previo, tridngulo vacio = posterior): A) Media y
desvio estdndar de los datos obtenidos; B) Datos predichos a partir de modelos lineales

mixtos.

e Razon N:L

No fue posible evidenciar ningin efecto de los tratamientos sobre la razén N:L (Fig.

20, Tabla A18).

Razén N:L
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Figura 20. Impacto de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre la
razon N:L (la linea punteada representa la diferencia entre fases, el drea sombreada
indica la semana excluida de los andlisis, mientras que las flechas negras indican las

semanas en que se inmunizo con ASB).
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Discusion

El andlisis longitudinal del perfil leucocitario como marcador de inmunidad celular
en ratas expuestas a dos desafios comunes en el ambiente no evidencié los cambios
esperados. Contrario a la primera de las hipétesis planteadas, los conteos semanales, tanto
de leucocitos totales como de cada tipo leucocitario en particular, no se vieron alterados
por la exposicion a restriccion alimentaria y/o conflicto social. En cambio, los cambios
que present6 el perfil leucocitario a lo largo del experimento serian atribuibles a la edad
de los individuos. Por ejemplo, los linfocitos propendieron a disminuir a lo largo del
experimento, mientras que los neutréfilos incrementaron. Esta variacién de la relacion
neutrdfilo:linfocito se considera normal y es dependiente de la maduracién del sistema
inmune acorde a la edad del individuo (Weiss y Wardrop, 2010), por lo que no seria
consecuencia del impacto de los estresores evaluados en este estudio. Asimismo, los
cambios semanales observados en los conteos de monocitos y neutréfilos, estos también

han sido descriptos previamente como dependientes de la edad (Weiss y Wardrop, 2010;

Wolford y col., 1987).

La ausencia de cambios en el perfil leucocitario como consecuencia de la exposicion
a conflicto social o restriccion alimentaria es cuanto menos llamativa. En general,
estudios previos en roedores han reportado que los cambios hematoldgicos relacionados
al estrés se caracterizan por disminucién de linfocitos y monocitos, e incremento de
neutrofilos, lo cual genera alteracion de la razon N:L (revisado en Bartolomucci, 2007; y
Dhabhar, 2008). Estas mismas alteraciones han sido reportadas al analizar el impacto del
estrés social cronico sobre variables hematoldgicas (Bartolomucci, 2007; Engler y col.,
2004; Stefanski y Engler, 1999); mientras que la restriccién alimentaria provocaria un
efecto inverso al observado bajo estrés social (Stefanski, 2001), deprimiria los conteos de
todas las poblaciones leucocitarias (Hubert y col., 2000) o simplemente no modificaria
los niveles (Ksigzek y Konarzewski, 2012). Por el contrario, y en contraste a lo observado
previamente, tales cambios no fueron evidenciados en este experimento. En una primera
instancia, cabe considerar que el reducido tamafio de los grupos experimentales podria
ser una posible explicacion a la ausencia de efectos sobre los perfiles leucocitarios. De
por si, estos dltimos presentan una importante variabilidad a nivel individual, por lo que
existen dos factores que atentan contra el poder estadistico, el limitado tamafio muestral
y la alta varianza del pardmetro medido. Por otro lado, bien podria argumentarse que el

conflicto social y la restriccion alimentaria, cual implementados en este estudio,
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constituyen desafios homotipicos y repetidos, por lo que los individuos podrian haberse
habituado a los mismos, reduciendo o anulando la respuesta de estrés ejecutada en un
primer momento (revisado en Grissom y Bhatnagar, 2009). Sin embargo, tal proceso de
habituacién no explicaria los niveles elevados de corticosterona durante todo el
experimento en respuesta a la restriccion alimentaria; o los cambios en indicadores de
estrés mds sutiles, pero confiables, que fueron observados en los animales expuestos a
conflicto social, como ser alteraciones histopatolégicas en las gldndulas adrenales,
disminucién en el consumo de alimento y modificaciones en los patrones de crecimiento

e inversion somdtica (ver en Capitulos II y III).

En vista de lo expresado, una observacion que podria ayudar a comprender estos
hallazgos contradictorios es la efectuada por Dhabhar y McEwen (1997, 1999; revisado
en Dhabhar, 2000). Estos autores han reportado que el estrés agudo favorece un
incremento en la inmunidad celular de la piel, vinculado a un mayor trafico leucocitario
desde el torrente sanguineo a los tejidos periféricos, y como adaptacion para hacer frente
al riesgo inmediato ante una respuesta aguda del tipo “luchar o huir” (ej., heridas producto
de enfrentamientos) (ver en Capitulo I). En contraste, el estrés cronico suprime esta
inmunidad cutdnea mediada por células (Dhabhar y McEwen, 1997, 1999),
argumentandose que se deberia a una inhibicién de la necesaria inmunodistribucién
leucocitaria (Dhabhar y McEwen, 1997; Dhabhar, 2000, 2014). De ser correcta esa
argumentacion, es razonable suponer que la ausencia de alteraciones en los conteos
semanales de leucocitos representa en si misma un efecto del estrés crénico. Sin lugar a
dudas que esta apreciacion debe ser puesta a prueba y verificada, pero cabe preguntarse
acerca de la significancia biolégica de una estrategia de este tipo: ante la persistencia de
un mismo estimulo estresor, frente al cual la tactica de “luchar o huir” podria haberse
“agotado” o no haber sido la respuesta mds adecuada (de lo contrario, el estimulo hubiese
cesado), parece razonable atenuar la inmunidad cutdnea y preservar los leucocitos en el

torrente sanguineo, prestos a responder ante una nueva amenaza.

El andlisis del cambio en las trayectorias de los poblaciones leucocitarias antes y
después de cada desafio antigénico con ASB evidenci6 resultados de interés, algunos de
ellos atribuibles al efecto de los tratamientos. Estos resultados indican que la segunda
hipétesis fue verificada s6lo parcialmente, ya que los linfocitos incrementaron sus conteos
luego de la primera inmunizacién, para disminuir luego de las otras dos. A su vez, se

evidenciaron distintos incrementos de neutrdfilos y eosindfilos, células a priori
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consideradas de la inmunidad innata, aunque nueva evidencia sugiere cuando menos un
rol dual en ambos tipos de inmunidad. La interpretacién de estos hallazgos debe ser
realizada a la luz de los procesos inmunoldgicos que se desencadenan ante la exposicion
a un antigeno, los cudles serdn abordados brevemente, dado lo extenso del tema. Al
mismo tiempo, en consideracién de la complejidad de esos procesos y del rol particular
que cumple cada tipo leucocitario, se opta por no incluir en la discusion el andlisis
“pre/post” del conteo total de leucocitos. Esta decision responde a que cualquier intento
por analizar los cambios observados en la Figura 9 conllevara una interpretacién arbitraria
de la poblacién celular responsable de los mismos, por lo que cada una de ellas serd

analizada por separado.

Los linfocitos presentes en el torrente sanguineo son, en su inmensa mayoria (78,5%,
[Franch y col., 1993]), del tipo T, los cuales se encuentran en continua circulaciéon y
recorriendo los 6rganos linfoides secundarios (OLS), para favorecer las chances de
deteccion antigénica (Masopust y Schenkel, 2013; Weiss y Wardrop, 2010). Hasta
encontrar el antigeno especifico para el que se encuentran programados, el que debe ser
procesado y expuesto por una célula presentadora de antigenos, se considera a los
linfocitos T como naive (virgenes) (Weiss y Wardrop, 2010). En el caso de que un
linfocito T reconozca a su contraparte antigénica (mayormente en los OLS), el mismo es
activado por medio de una serie de eventos y sefiales que llevan a la expansion clonal
(Murphy, 2012). Finalizado este proceso de proliferacion, la mayor parte de estos
linfocitos T, ahora denominados “efectores”, abandona los OLS y retorna al torrente
sanguineo con el objetivo de infiltrar los tejidos, donde mediarédn sus funciones efectoras
(Masopust y Schenkel, 2013), lo que explicaria el incremento de linfocitos detectado en
este experimento luego del primer desafio antigénico. A su vez, la expansion clonal de
los linfocitos B en los OLS, también podria verse reflejada en el torrente sanguineo luego
de la primera exposicion antigénica, aunque representando un impacto menor. Resuelta
la infeccién, la mayoria de los linfocitos T mueren, pero una fraccién de ellos se diferencia
en linfocitos T de memoria (centrales y efectores) (Masopust y Schenkel, 2013). Los
linfocitos T de memoria centrales permanecen en médula Osea, sangre y OLS en espera
de una 2* exposicion al antigeno, a partir de la cual proliferardan y luego de varios dias
serdn liberados al torrente sanguineo para migrar a los tejidos. En cambio, los linfocitos
T de memoria efectores permanecen en el torrente sanguineo, circulando entre los tejidos

no-linfoides, donde muchos de ellos logran asentarse y en algunos caso formar OL
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terciarios. Ante una nueva exposicion al antigeno, migran rapidamente hacia los tejidos
y expresan funciones de tipo “efector”, sin necesidad de una nueva diferenciacion,
proveyendo de proteccion inmediata (Masopust y Schenkel, 2013). Esta redistribucion de
linfocitos T de memoria efectores se podria corresponder con la disminucién de linfocitos

en sangre observada luego de cada repeticion del desafio antigénico con ASB.

En cuanto a los neutréfilos, durante afios se considerd que su rol principal consistia
en representar la primera linea de defensa innata contra bacterias y hongos (Mdcsai,
2013). Sin embargo, en afios recientes se ha demostrado que participan en varios niveles
de la modulacién de las defensas adquiridas (Kolaczkowska y Kubes, 2013; Mdcsai,
2013). Los neutr6filos son capaces de estimular la inmunidad adquirida mediante la
activacion de linfocitos B esplénicos, promoviendo la secrecion de anticuerpos del tipo
IgM e IgG (Kolaczkowska y Kubes, 2013); al tiempo que se ha demostrado que pueden
actuar como células presentadoras de antigenos (Kolaczkowska y Kubes, 2013).
Adicionalmente, cumplen una funcién regulatoria de la inmunidad adquirida, regulando
la actividad de las células dendriticas, y de los linfocitos T y B (Mdcsai, 2013). En su
conjunto, estas caracteristicas de la actividad de los neutréfilos permiten suponer que el
incremento en los conteos, evidenciado luego de las inmunizaciones con ASB, podria ser
el reflejo de su participacion en la induccién y regulacion de la respuesta inmune humoral

adaptativa.

Adicionalmente, podria argumentarse que la manipulacion y la inyeccion de ASB
(en ambos flancos) resultaron en un estrés agudo para las ratas, induciendo el incremento
de neutrdfilos y el descenso de linfocitos luego de cada desafio inmune (excepto los
linfocitos en la primera inoculacién). En este tltimo caso, la disminucién de linfocitos
causada por el estrés podria haberse visto contrarrestada por la expansion clonal de
linfocitos B durante la respuesta primaria al antigeno. Sin embargo, cabe sefialar que en
todos los casos, la toma de muestra se realiz6 previo a la inmunizacién con ASB, en tanto
que la muestra siguiente se obtuvo una semana después; por lo que seria poco factible que
el incremento de neutréfilos se deba al estrés agudo de las inoculaciones. Adicionalmente,
si este incremento respondiese exclusivamente al estrés de las manipulaciones semanales,
no se hubieran detectado diferencias antes y después de las inoculaciones, por ya

encontrarse elevados los niveles de neutréfilos en cada toma de muestra.

El descenso inicial en los conteos de monocitos, evidenciado luego del 1°" desafio

antigénico, posiblemente sea consecuencia del reclutamiento de células sanguineas por
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parte de macréfagos y células dendriticas al entrar en contacto con el antigeno (ASB)
(Iwasaki y Medzhitov, 2015; Rivera y col., 2016). En cambio, el andlisis de los
incrementos de monocitos en sangre luego de los siguientes dos desafios inmunoldgicos
es algo mas complejo: podrian deberse a un estimulo persistente de las defensas innatas
en respuesta a la exposicidn antigénica repetida, como parte de la recientemente propuesta
“trained immunity” (inmunidad “entrenada”) (Muraille, 2016; Netea y col., 2011). En los
ultimos afios, un acimulo creciente de evidencia ha permitido sugerir que, ante la
exposicion antigénica, es posible cierto “entrenamiento” epigenético de la inmunidad
innata para que sea capaz de manifestar propiedades adaptativas, entre ellas retener
memoria de encuentros antigénicos pasados que le permitan mediar respuestas
secundarias innatas més robustas (Blok y col., 2015; Muraille, 2016; Rivera y col., 2016).
Si bien ain queda mucho por dilucidar al respecto (Rivera y col., 2016), se ha demostrado
que ante algunos antigenos los monocitos cumplirian un rol relevante como células
efectoras de este “entrenamiento adaptativo” de la inmunidad innata (Muraille, 2016;
Quintin y col., 2013). Este hallazgo es llamativo, por lo que esta posibilidad debe ser

contemplada y analizada en estudios futuros.

Al igual que a los neutroéfilos, clasicamente se ha visto a los eosin6filos como células
efectoras del sistema inmune innato, pero exhibiendo un protagonismo esencial en la
defensa ante helmintos (Berek, 2016; Rivera y col., 2016). Sin embargo, a partir de
trabajos recientes, se ha comenzado a comprender que desempefian un rol crucial en la
respuesta inmune adaptativa, siendo que son imprescindibles para la supervivencia a largo
plazo de las células plasméticas en médula 6sea (Chu y Berek, 2012), y para la generacion
y mantenimiento de células plasmadticas secretoras de IgA en las mucosas (Berek, 2016).
A los dias siguientes de una inmunizacion, se ha observado que la cantidad de eosinoéfilos
en médula 6sea y bazo se incrementa (Chu y Berek, 2012). Aun mas, al presentar los
eosindfilos una alta tasa de reposicion, continuamente deben ser reemplazados para
garantizar la supervivencia de las células plasméticas en médula 6sea (Berek, 2016; Chu
y Berek, 2013). Siendo que la funcién de los eosindfilos ha demostrado ser méds compleja
de lo que se creia, la interpretacion de los resultados obtenidos resulta poco sencilla. Al
considerar estos hallazgos recientes, es razonable suponer que el incremento de
eosinéfilos, observado en todos los grupos luego de los desafios antigénicos, responda al

rol de los eosinéfilos en la inmunidad adquirida. Sin embargo, es importante recordar que
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no se analizaron animales no inmunizados (por no ser el objetivo del estudio), lo que es

necesario para dar solvencia a esta afirmacion.

Por ultimo, ¢a qué se debe que los conteos de eosindfilos se hayan incrementado
luego de cada desafio antigénico en los animales expuestos a restriccion alimentaria? Un
indicio de una posible respuesta a este interrogante proviene de un experimento realizado
con carpinchos (Hydrochoerus hydrochaeris), la especie de roedor de mayor tamafio. En
carpinchos sujetos a restriccion alimentaria, se observé que estos individuos presentaron
mayores niveles de eosinéfilos (y de anticuerpos naturales) que aquellos con libre acceso
al alimento, lo que fue interpretado como una inversiéon preventiva de recursos en
defensas innatas en preparacidon a un mayor riesgo de infeccion parasitaria (Eberhardt y
col.,, 2013). Sin embargo, aqui cabe considerar que el incremento de eosindfilos
observado en el experimento con ratas no fue detectado en los andlisis longitudinales (lo
esperado ante una estrategia preventiva), sino en respuesta a los desafios antigénicos. Este
hallazgo pareciera sugerir que, lejos de ser preventiva, la inversion en defensas por parte
de individuos expuestos a restriccion alimentaria ocurre ante la exposicion a un estimulo
antigénico, al menos en lo que concierne a los eosindéfilos. De todas maneras, a causa del
rol dual de los eosinéfilos en la inmunidad (innata-adaptativa) (Berek, 2016; Rivera y
col., 2016), debe contemplarse que su incremento no sélo fortaleceria las defensas innatas
ante helmintos, pero que también redundaria en beneficios para la inmunidad adquirida.
Acerca de esto ultimo, vale la pena destacar el potencial efecto sobre la secrecion de IgA
en el tracto gastrointestinal, lo que podria ser de particular importancia para el control de
los organismos alli presentes, mds aun considerando los cambios de hédbitos alimentarios
que suele exhibir un animal expuesto a escasez de recursos (ej., consumo en sitios o de

componentes dietarios con cierto riesgo sanitario, que en otro contexto hubiera evitado).

En resumen, el andlisis de las poblaciones leucocitarias en sangre provee una
representacion de gran valor acerca de su distribucion y del estado de activacion del
sistema inmune. Sin embargo, su correcta interpretacion reviste de una complejidad
mayor y debe efectuarse con cautela, cual evidenciado en este experimento, en el que los
resultados obtenidos difirieron del conocimiento previo. La exposicién prolongada a
restriccion alimentaria y conflicto social, dos desafios ambientales usualmente
enfrentados de manera crénica en poblaciones naturales, no parecen tener un impacto
directo sobre el perfil leucocitario. De todas maneras, el anélisis del nimero de leucocitos

en sangre antes y después de un desafio antigénico evidencié resultados que de otra
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manera hubiesen pasado desapercibidos. Esto conduce a la conclusion de que este tipo de
pruebas con evaluaciones repetidas son requeridas para una completa evaluaciéon de la
inmunidad. Si bien un buen ndmero de las apreciaciones aqui realizadas deben ser
verificadas empiricamente, el conocimiento obtenido serd relevante para el disefio de
nuevos estudios y para la interpretacion de la variacion e inversion en defensas inmunes

por parte de roedores silvestres, lo que debe realizarse con cautela.

70



CAPITULO V

CAPITULO V

Influencia del estrés sobre la respuesta inmune humoral: la exposicion
cronica a estresores ambientales estimula los niveles de anticuerpos

naturales y especificos

Introduccion

En este Capitulo se analiza la influencia de la exposicién prolongada a dos estresores
ambientales sobre la respuesta inmune humoral, utilizando como indicador la evaluacién
de los niveles de anticuerpos. Este tipo de evaluacion es usado regularmente como un
indicador diagnéstico de la interaccion hospedador-parasito (Owen y col., 2014;
Sandmeier y col., 2012). Por otro lado, la diversidad de roles que los anticuerpos
desempefian en la resistencia frente a parasitos enfatizan la importancia de las defensas
humorales en el desarrollo y desenlace de la interaccién hospedador/pardsito (Owen y

col., 2014).

Aspectos relevantes a considerar sobre la respuesta inmune humoral y su regulacion

El respuesta inmune humoral comprende diversos factores presentes en el torrente
sanguineo y en tejidos, como ser lisozimas, complemento, proteinas de fase aguda e
inmunoglobulinas (Murphy, 2012). Estas ultimas, inmunoglobulinas o anticuerpos,
cumplen un rol esencial en la inmunidad de los vertebrados, siendo producidas por los
linfocitos B de manera espontdnea (los denominados ‘“anticuerpos naturales”) o en
respuesta a un estimulo antigénico (“anticuerpos especificos”) (Murphy, 2012; Nussey y
col., 2014). Los anticuerpos desempefian su accion en la sangre o en los espacios extra-
celulares, siendo capaces de neutralizar diversos patdgenos y sus productos, bloquear sus
sitios de unién a células del hospedador, provocar la activacién del sistema de
complemento, promover la migracién celular a sitios de infeccion y estimular la
fagocitosis (Demas y col., 2011b). Existen diferentes isotipos de anticuerpos que difieren
en sus propiedades funcionales (afinidad, avidez y especificidad, ver en Glosario), siendo

las principales IgM, IgG e IgA (en mamiferos) (Murphy, 2012).

Los anticuerpos naturales (AcNs) se encuentran presentes en gran variedad de
taxones de vertebrados, siendo tUnicos en cuanto a que brindan protecciéon de amplio
espectro, reconociendo una amplia diversidad de determinantes antigénicos (Baumgarth
y col., 2005; Ochsenbein y Zinkernagel, 2000; Panda y Ding, 2015). Esto se debe a que

su sintesis no depende de la exposiciéon previa a ningin antigeno ni requiere de
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hipermutacion somatica (Murphy, 2012; Panda y Ding, 2015), por lo que usualmente se
los considera como componentes de la respuesta inmune innata. Dada su naturaleza
inespecifica, cumplirian un rol defensivo relevante ante la primoinfeccién por un
patégeno, ademds de participar en la remocion de células danadas y en la regulacion del
sistema inmune (Murphy, 2012; Nussey y col., 2014), por lo que en afios recientes los
AcNs han comenzado a ser reconocidos como relevantes en la evaluacion del sistema
inmune. Adn mads, se ha descrito que cumplirian un rol clave como nexo entre la
inmunidad innata y adquirida (Ochsenbein y Zinkernagel, 2000; Panda y Ding, 2015). Su
expresion estaria influenciada por factores ecoldgicos y ambientales, como ser especie,
edad, sexo, vida libre vs cautiverio, disponibilidad de alimento y exposicién antigénica
(Eberhardt y col., 2013; Flies y col., 2015; Racca y col., 2014; Sandmeier y col., 2012;
Ujvari & Madsen, 2011). Sin embargo, ain resta mucho para comprender la influencia

que ejercen estos y otros factores ambientales sobre su expresion.

Por otro lado, los anticuerpos especificos se consideran una pieza clave de la
inmunidad adquirida, presentando una muy alta afinidad, avidez y especificidad por el
antigeno que estimul6 su produccion (Murphy, 2012; Viney y col., 2005). Brevemente,
los antigenos deben ser reconocidos, procesados y presentados por células presentadoras
de antigenos (principalmente células dendriticas y macréfagos, entre otras), para lograr
la activacion de los linfocitos T y B (especificos del antigeno en cuestién). Una vez
activados, en los organos linfaticos secundarios (OLS), los linfocitos T proliferan y
ejercen su accidon como linfocitos T efectores citotdxicos o colaboradores (o helpers). Los
linfocitos T helpers serdn los que colaboren en la activacion de los linfocitos B para
producir anticuerpos (del tipo T-dependiente), aunque también ocurre que algunos
antigenos son capaces de activar a los linfocitos B de manera directa (T-independiente).
En esta primera instancia, la mayoria de los patogenos estimulan una respuesta humoral
conocida como “respuesta inmune primaria”, que se caracteriza por una elevacion rapida
y temprana de anticuerpos especificos del isotipo IgM (usualmente en el transcurso de 5-
7 dias). Esta respuesta inicial es seguida de un proceso de maduracion de la afinidad,
cambio del isotipo y la posterior produccion masiva de anticuerpos IgG, IgA e IgE (Boes,
2000; Murphy, 2012). Posteriormente, ante exposiciones repetidas a un mismo antigeno,
se pone en marcha lo que se conoce como “respuesta inmune secundaria”, que se

caracteriza por un aumento exponencial de IgG y por un leve incremento de IgA e IgE.
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Estos anticuerpos son producidos por los linfocitos B de memoria, originados como

consecuencia de la respuesta primaria.

Cual mencionado anteriormente, el sistema inmune requiere de recursos (energia,
nutrientes, etc.), de los que el individuo dispone de manera limitada, pero que ademas
deben ser distribuidos entre otros aspectos presentes de manera simultdnea a lo largo de
su vida, como ser crecimiento, mantenimiento de la condicidn corporal, competencia por
el acceso a alimento y parejas, reproduccion, entre otros (Demas y col., 2011a; Graham
y col., 2011; Lee, 2006; Lochmiller y Deerenberg, 2000). En consecuencia, son frecuentes
los trade-offs en la disposicion de recursos entre componentes inmunes u otras funciones
que demanden energia (Abolins y col., 2011; French y col., 2007a; Graham y col., 2011;
Lochmiller y Deerenberg, 2000; Sandmeier y col., 2012). A causa de ello, en afios
recientes se ha planteado que un organismo invierte en inmunidad innata o adquirida,
pero que no podria hacerlo en ambas (Lee, 2006; Martin y col., 2007b; McDade y col.,
2016; Previtali y col., 2012). Esta regulacién se deberia a los rasgos propios de las
historias de vida. Por ejemplo, individuos con un ritmo de vida lento, proclives a
exposiciones antigénicas repetidas, se beneficiarian de la inversion de recursos en
inmunidad adquirida; mientras que individuos con un ritmo de vida acelerado, con
chances reducidas de sobrevivir lo suficiente como para beneficiarse de ese tipo de
defensas inmunes, obtendrian provecho de invertir en inmunidad innata (Lee, 2006). Por
otro lado, al considerar la amplia diversidad de parasitos que podrian infectar a un
hospedador en la naturaleza, una estrategia razonable ante el incremento del riesgo de
infeccidn consistiria en invertir en defensas innatas e inespecificas, antes que en defensas
adquiridas y especificas contra cada integrante de la comunidad parasitaria (Eberhardt y
col., 2013; Martin y col., 2007b). Sin embargo, es poco aun lo que se conoce acerca de la
influencia del contexto individual y ambiental sobre la regulacion de los distintos

componentes del sistema inmune.

En el presente Capitulo se abordan dos preguntas de interés: i) ;El componente
humoral de las respuestas inmunes innata y adquirida es modulado de manera diferencial
por la exposicién crénica a estresores ambientales? ii) ;Los estresores ambientales
estudiados interactian en la modulacion del componente humoral de la respuesta inmune?
Estas preguntas se respaldan en la hipdtesis de que los organismos favorecen algunos
componentes de la funcién inmune por sobre otros, como estrategia para maximizar la

eficacia bioldgica y la supervivencia ante el riesgo de ser infectados. Por ejemplo, en un

73



CAPITULO V

experimento en que carpinchos (H. hydrochaeris) se expusieron de manera prolongada a
restriccién alimentaria, estos ejemplares favorecieron las defensas inmunes contra
helmintos, aunque no fueron capaces de controlar las infecciones por protozoos
(Eberhardt y col., 2013). Al considerar que durante su alimentacion los carpinchos se
exponen a la ingestion de los estadios infectantes de helmintos, favorecer las defensas
contra este tipo de pardsitos parece ser una estrategia adecuada especialmente durante la
escasez de alimento, cuando deben pastorear més cerca del suelo, donde la densidad

parasitaria es mayor (Sykes, 1987).

Se anticip6 que los niveles de AcNs aumentarian, o al menos no se reducirian, ante
la exposicion prolongada a estresores ambientales. Esta prediccion se baso en el supuesto
de que las especies con tiempo de vida corto y ritmo acelerado, como las ratas,
priorizarian las inversion de recursos en defensas innatas antes que adquiridas (Lee, 2006;
Martin y col., 2007b; McDade y col., 2016; Previtali y col., 2012). De manera
complementaria, Eberhardt y col. (2013) demostraron experimentalmente que la
restriccion prolongada de alimentos favorece la producciéon de AcNs en carpinchos, que
si bien se trata de una especie de roedor con rasgos de vida diferentes (prolongado tiempo
de vida, con ritmo lento) es de interés destacar el impacto del estresor evaluado. Por otro
lado, en virtud de lo expuesto previamente, se considerd que la inversion en AcNs seria
en desmedro de la produccién de anticuerpos especificos, por lo que se predijo un

descenso de sus niveles con un trade-off entre ambos tipos de respuesta humoral.
Materiales y Métodos

Para abordar las preguntas acerca de la influencia del contexto sobre inversion
diferencial en el componente humoral de las respuestas inmunes innata y adquirida, se
utilizaron las muestras de plasma obtenidas a lo largo del experimento descripto en el
Capitulo II. Se evaluaron los niveles de anticuerpos naturales (AcNs) y especificos anti-
albimina sérica bovina (Ac anti-ASB), dado que este tipo de inmunidad juega un rol
primordial en la respuesta inmune de vertebrados y representa una medida integrada de
la defensas del hospedador (Murphy, 2012). En la seccion de “Materiales y Métodos™ del
Capitulo II se han descripto los detalles acerca del experimento realizado, la inmunizacion

de los animales con ASB y la obtencion de las muestras utilizadas.
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Determinacion de AcNs por hemaglutinacion

La determinacion de los titulos de AcNs inicialmente se realizé por el ensayo de
hemaglutinacién propuesto por Matson y col. (2005), con algunas modificaciones (Racca
y col., 2014). Mediante esta técnica, debido al volumen de muestra requerido (25 pl por
determinacidn), se analizaron semanas seleccionadas (Semo, Sems, Sems, Semo y Sem3).
Cada individuo fue analizado por duplicado (una repeticion por fila). Brevemente, en las
columnas 1 y 2 de una placa de aglutinacién de 96 pocillos de fondo en U (Cromoion®)
se colocaron sendas alicuotas del plasma a evaluar (25 ul). Luego, se adicionaron 25 ul
de una solucidn buffer de fosfato salino (PBS, del inglés phosphate buffered saline) en
las columnas 2 a 11, de manera que el segundo pocillo contuvo una dilucién final de 1:2.
Las demads diluciones se consiguieron a partir de transferir 25 ul de un pocillo al contiguo
consecutivo, desde el pocillo 2 hasta el 11, dejando el pocillo 12 como control negativo
(s6lo PBS). Luego, en cada pocillo se agregaron 25 ul de una suspension estabilizada de
globulos rojos de conejo al 1% en PBS 1X, se homogeneizé mecanicamente y se incubd
durante 2 h a temperatura ambiente. Terminada la incubacion, las placas se inclinaron a
45° para mejorar la visualizacion de la aglutinacidon, la que se determiné siguiendo los
criterios indicados por Matson y col. (2005). Se registraron titulos intermedios cuando se
observaron aglutinaciones intermedias o ambiguas. Finalmente, la titulacion se determiné

observando el dltimo pocillo en que se observé aglutinacion evidente.

Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Los niveles de anticuerpos, tanto naturales como adquiridos, se evaluaron mediante
la técnica de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA, del inglés Enzyme-linked
immunosorbant assay). Esta técnica se basa en el principio inmunoldgico del
reconocimiento y union de anticuerpos a un antigeno (Ag) en particular. Esta unién Ag-
Ac se produce sobre una superficie (en este caso, el fondo plano de los pocillos de una
microplaca), a la que previamente se ha unido el anticuerpo o el antigeno, por lo que el
conjugado Ag-Ac queda inmovilizado. Para su lectura, es menester que uno de los
componentes del ensayo (Ag o Ac) se encuentre unido a una enzima (generalmente,
peroxidasa del rabano picante [HRP, del inglés horseradish peroxidase] o fosfatasa
alcalina), que al interactuar con el sustrato adecuado catalizard la formacién de un

producto coloreado, observable a simple vista y cuantificado por espectrofotometria.
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Los AcNs fueron evaluados semanalmente entre las Semo y Semi3; mientras que en
el caso de los Ac anti-ASB, se evaluaron los isotipos IgM e IgG entre las Semg (momento
de la primera inmunizacioén) y Sem;s. El andlisis de los niveles de anticuerpos mediante
la técnica de ELISA requiere de una serie de pasos, relativamente sencillos. A
continuaciéon, se describen brevemente los procedimientos comunes para la
determinacion tanto de AcNs como Ac anti-ASB (IgM e IgG); mientras que en la Tabla

3 se ofrecen los detalles especificos para cada tipo de Ac.

Tabla 3. Detalles del ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA).

AcNs IgM anti-ASB IgG anti-ASB
Dilucién del 0.017 pg/100 pl KLH 0.5 pg/100 ul 0.5 ug/100 ul ASB?
antigeno (H7017)" ASB?
Dilucién de la 1:100 1:200 1:200
muestra a
evaluar
Anticuerpo 1:1,000 Ac de conejo 1:500 Ac de cabra 1:20,000 Ac de
secundario anti-IgG+IgM+IgA de  anti-IgM de rata cabra anti-IgG de
(dilucién con rata, marcado con HRP marcado, con HRP rata, marcado con
PBS) (ab102199)* (ab98373)¥ HRP (ab97090)*
Punto de corte 10 min 15 min 15 min
y lectura

: Sigma—Aldrich® (Saint Louis, USA); ® Fundacién Universidad Nacional de San Luis
(San Luis, Argentina); ¥ Abcam® (Cambridge, USA)

En primer lugar, las microplacas de poliestireno (de fondo plano y alto pegado,
Grenier Bio-One®) fueron sensibilizadas con el Ag requerido diluido en una solucién
buffer de bicarbonato de sodio (pH = 9,6) (Tabla 3). En el caso de los AcNs se utiliz6
hemocianina de lapa (KLH, del inglés keyhole limpet hemocyanin), una proteina de uso
frecuente en inmunologia; mientras que para los Ac especificos se utilizé la misma ASB
con la que se inmunizo a las ratas. Para permitir el pegado del Ag a la placa, se incub6 a
37 °C durante 1 h, seguido de una incubacion a 4 °C hasta el dia siguiente. Al dia siguiente,
las placas se lavaron con PBS (pH =7,4) y 0,05% de detergente Tween 20 (PBS-T; pH =

7,4). Luego de la serie de lavado (3 lavados de 1 min), las placas fueron bloqueadas con
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200 pl/pocillo de una solucién al 3% de leche descremada en polvo en PBS para reducir
uniones inespecificas. A continuacion, se incub6 durante 1 h a 37 °C, luego de lo cual se

realizé una nueva serie de lavados con PBS-T.

Una vez lavados los pocillos, se agregaron por duplicado 100 ul/pocillo de cada
muestra de plasma a evaluar, las cudles fueron previamente diluidas con una solucién al
1% de leche descremada en polvo en PBS (Tabla 3). En cada placa de 96 pocillos se
procesaron todas las muestras semanales de cada individuo (3 individuos por placa),
cuidando de que las muestras procesadas no pertenecieran al mismo grupo experimental.
De esta manera, se buscé disminuir la influencia que pudiera tener la variacién entre
placas. En forma complementaria, en cada placa se incorporé como control interno y por
duplicado una muestra de plasma obtenida en la Sem;3, de una rata de la misma edad,
inmunizada y alojada en las mismas condiciones que los animales C, pero no involucrada
en el experimento (a posteriori, esta muestra se utilizd para relativizar los datos).
Posteriormente, las placas se sellaron e incubaron a 37 °C durante 1 h para permitir que
los Ac primarios, presentes en las muestras de plasma, se unan al Ag. Luego, los pocillos

se lavaron nuevamente con PBS-T para remover de los pocillos el Ac primario no unido.

Terminada la serie de lavados, se afiadi6 a los pocillos 100 ul de la diluciéon de Ac
secundarios unido a enzima (Tabla 3), luego de lo cual las placas se sellaron e incubaron
durante 1 h a 37 °C para permitir que el Ac secundario se una al primario. Finalizada la
incubacidn, se lavo nuevamente con PBS-T para remover el Ac secundario sin unir, y se
afiadi6 a cada pocillo 100 pl del sustrato cromdgeno tetrametilbenzidina (TMB Single
Solution, Life Technologies®; USA). La reaccién enzimitica se detuvo con el agregado
de 100 ul de HCl 1 M (Tabla 3). Inmediatamente de terminada la reaccién enzimaética, se
determind la densidad 6ptica (DO) de cada pocillo mediante un lector de absorbancia
equipado con un filtro de 450 nm de longitud de onda (SPECTROstar Nano, BMG
Labtech GmbH; Ortenberg, Germany). El andlisis de los datos se realiz6 con la DO media
de cada par de pocillos, considerando la proporcién con respecto a la muestra de plasma

afladida como control interno de la variacion entre placas.

Andlisis estadistico

Los niveles de anticuerpos fueron analizados mediantes andlisis longitudinales. En
estos andlisis se incorpor6 como variable respuesta las medidas repetidas de AcNs (tanto
obtenidas por hemaglutinacion como por ELISA) y de Ac anti-ASB (IgM e IgG). En el

caso de las determinaciones efectuadas por ELISA, las medidas consideradas fueron las
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proporciones con respecto al control interno. En el caso de los AcNs, el andlisis
longitudinal de los datos de la técnica de hemaglutinacién contemplé todas las semanas
seleccionadas; mientras que el andlisis de los datos obtenidos por ELISA se dividi6 en
dos partes: entre las Semo y Sems, de manera de analizar el impacto de los tratamientos
durante la “fase de induccion de estrés”; y entre las Sem7 y Semi3, para analizar el efecto

de los tratamientos durante la “fase de estrés + inmunizacion”.

Con el fin de poner a prueba la hipdtesis de que la inversién de recursos en inmunidad
humoral especifica requiere de un trade-off con la inversion en anticuerpos naturales, se
realizé un andlisis del tipo pre/post inmunizacién. En este caso, la variable respuesta
fueron los niveles de AcNs obtenidos por ELISA, aunque expresados como la diferencia
entre semanas (semana actual - semana previa), al tiempo que se incluyé como efecto a

la interaccion cuddruple de los estresores con las variables “pre-post” y “desafio”.

Cabe mencionar que en los andlisis de los datos obtenidos por ELISA, ademds del
término anidado “Jaula / Individuo”, se incluyo otro factor al azar “Placa” de manera de
considerar la diferencia que pudiera haber en la lectura de las diferentes placas de ELISA.
Si bien las determinaciones se realizaron de manera simultanea, analizdndose todas las
muestras en la misma semana, no se puede descartar que hubiera habido alguna

diferencia.

Los detalles generales en cuanto a la construccion y seleccion de los modelos se

presentan en el “Anexo II: Analisis estadisticos”.
Resultados
Los andlisis estadisticos se presentan en las Tablas A19-A22, en Anexo II.

Niveles de anticuerpos naturales (AcNs)

Al comienzo del experimento, todas las ratas demostraron niveles similares de AcNs
(Fig. 21). El andlisis mediante la técnica de hemaglutinacién devel6 un descenso semanal
de los titulos a lo largo del experimento, en tanto que no hubieron diferencias entre los
tratamientos (Fig. 21a, Tabla A19). En contraste, el andlisis mediante la técnica de
ELISA, de mayor sensibilidad, demostré que los niveles de AcNs se incrementaron de
manera gradual durante la fase de induccion de estrés, y se estabilizaron durante la fase
de estrés + inmunizacién (Fig. 21b, Tabla A20). Los individuos expuestos a ambos

estresores (RA+CS) evidenciaron un efecto sinérgico positivo, presentando mayores
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niveles de AcNs que los individuos de otros grupos. La comparacién entre fases demostrd

que esta diferencia se generd durante la fase de induccién de estrés (Tabla A20).

Titulo

DO muestra / DO control

AcNs (hemaglutinacion)

A
S|
5_ e e s
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Figura 21. Influencia de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre

los niveles de anticuerpos naturales (AcNs).
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Figura 22. Influencia de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre

la diferencia semanal en los niveles de anticuerpos naturales (AcNs) antes y después de

los desafios antigénicos con ASB (circulo relleno = previo; tridngulo vacio = posterior):
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A) Media y desvio estdndar de los datos obtenidos, B) Datos predichos a partir de

modelos lineales mixtos.

La exposicion al antigeno ASB en las tres inmunizaciones no tuvo impacto sobre los
niveles de AcNs antes y después de cada inmunizacidn, cual demostrado en el andlisis
pre/post inmunizacién. Los niveles de AcNs no disminuyeron luego de cada
inmunizacidn, con la excepcidn del 3* desafio inmunoldgico. Alin mas, e incluso también
en la 3% inmunizacion, los niveles de AcNs no difirieron entre los estresores, indicando la
ausencia de un trade-off entre las respuestas humorales innata y adquirida (Fig. 22, Tabla

A21).
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Figura 23. Influencia de la restriccion alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre

los niveles de anticuerpos anti-ASB (IgM e IgG).

En todos los grupos de tratamientos se detectd una respuesta humoral adquirida, tanto
del isotipo IgM como IgG. Los niveles de Ac anti-ASB del isotipo IgM incrementaron
con el paso del tiempo, estabilizandose luego del 2° desafio antigénico con ASB (Tabla

A22). Los animales expuestos a RA o CS presentaron mayores niveles de anticuerpos
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IgM que aquellos animales no expuestos a los estresores (C), lo que se evidenci6 recién
luego de la 2* inmunizacién (Semy) (Fig. 23a). A pesar de que los dos estresores
analizados estimularon la respuesta inmune humoral adquirida, en los grupos expuestos
a ambos de manera simultdnea no se encontrd evidencia de un efecto aditivo o sinérgico
(Fig. 23a). De hecho, el coeficiente de la interaccion RAXCSxSem fue de similar
magnitud pero signo opuesto que en los efectos simples, sugiriendo que se alcanzé un

efecto méximo en la respuesta (Tabla A22).

La respuesta presentada por los Ac anti-ASB IgG no difiere de aquella presentada
por los IgM. Los niveles de anticuerpos IgG incrementaron de manera abrupta dos
semanas después del 1% desafio antigénico (Fig. 23b). Nuevamente, los animales
expuestos a los estresores (RA o CS) presentaron mayores niveles de Ac anti-ASB, en
este caso IgG, que los animales no expuestos, mientras que no se detectd un efecto
sinérgico (Tabla A22). Cabe destacar que si bien se observa una clara respuesta primaria
anti-ASB, no se aprecia una respuesta secundaria evidente (Fig. 23b).

Discusion

Si bien se encuentra ampliamente aceptado que el estrés cronico deprime la funcion
inmune (Dhabhar, 2014; Martin, 2009), los resultados aqui obtenidos son contrarios a esa
suposicion inicial: los niveles de anticuerpos naturales y especificos fueron estimulados
por la exposicién prolongada a los estresores. La hipétesis inicial de que habria una
modulacién o trade-off entre los componentes innato y adquirido de la inmunidad
humoral fue respaldada parcialmente por los resultados obtenidos. Se predijo que los
AcNs incrementarian, lo que ocurrid, aunque ello no fue en desmedro de los anticuerpos
especificos (anti-ASB). Adicionalmente, se verificoé que los estresores ambientales
evaluados interactdan entre si en la modulacion de los AcNs, pero no asi con los

anticuerpos anti-ASB.

El anélisis de AcNs demostré que los resultados obtenidos por las técnicas de
hemaglutinaciéon o ELISA difirieron marcadamente: si bien con ambas técnicas se
encontrd que la exposicién prolongada a cada uno de los estresores ambientales no tuvo
efecto sobre los niveles de AcNs, los resultados obtenidos mediante ELISA permitieron
develar que la combinacidn de estresores tuvo un efecto sinérgico positivo, demostrado
durante la fase de induccién del estrés (entre las semanas 0 y 6). Si bien esta diferencia
pudiera deberse al antigeno empleado en cada técnica (eritrocitos de conejo vs. KLH),
bien podria explicarse desde la sensibilidad y especificidad de cada una: la técnica de
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ELISA es reconocida por ser especifica, muy sensible y de sencilla interpretacion
(Boughton y col., 2011; Demas y col., 2011b); mientras que la técnica de hemaglutinacién
es menos sensible que la de ELISA y su interpretacion no es sencilla, ya que puede inducir
a subjetividad por parte del operador (Boughton y col., 2011). En cuanto al hecho de que
ambas técnicas demostraran un efecto opuesto a causa del paso del tiempo, un andlisis
sobre ello es riesgoso: los fundamentos que subyacen a cada técnica son diferentes, por
lo que una comparacion directa entre ambas no se considera apropiado. En virtud de lo
expuesto, los niveles de anticuerpos debieran analizarse por medio de la técnica de
ELISA, por su mayor sensibilidad y especificidad, lo que permitié evidenciar resultados
que de otra manera hubiesen pasado desapercibidos. Como dificultad se observa que
requiere de anticuerpos especificos, los cuales son costosos y no siempre se encuentran
disponibles (Boughton y col., 2011; Demas y col., 2011b), mds aun al contemplar su uso
con muestras de especies silvestres. En cuanto a la técnica de hemaglutinacion, ha
demostrado su valor en el andlisis de la funcién inmune de ejemplares silvestres
(Horrocks y col., 2015; Matson y col., 2005; Racca y col., 2014), por lo que siempre
debiera tenerse en cuenta como una alternativa de valor. Adicionalmente, cabe destacar
que los ejemplares de vida libre suelen presentar una mayor variabilidad de su funcién
inmune en comparacién con sus contrapartes domésticas o en cautiverio (Abolins y col.,
2011; Viney y col., 2015), lo que parcialmente podria allanar la menor sensibilidad de

esta técnica.

El sinergismo detectado en los niveles de AcNs sugiere que las ratas percibieron y
respondieron a la combinacién de desafios de manera diferente que al exponerse a cada
uno de ellos por separado. Estos resultados proponen que en ratas la disponibilidad de
alimento y el entorno social interactian para favorecer un incremento de la respuesta
humoral innata, lo que biolégicamente tendria sentido al considerar la historia de vida de
la especie, Rattus norvegicus. En roedores, los incrementos de la densidad poblacional
son habituales, durante los cuales es factible que ambos estresores ocurran de manera
simultdnea, lo que a su vez se encuentra asociado a una mayor exposicion a patdgenos
(Caillaud y col., 2013; May y Anderson, 1979; Nunn y col., 2015). Con esto en cuenta,
se propone que la exposicién a ambos estresores combinados, pero no a cada uno de
manera independiente, induce un aumento en la produccién de AcNs para hacerles frente
en momentos en que el riesgo de infeccidn se incrementa. La inversion de recursos en

defensas innatas, anticipando momentos de exposicion exacerbada a los pardsitos,
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representaria una estrategia adaptativa capaz de brindar proteccion rapida y de amplio
espectro contra patégenos. Por otro lado, al responder de una manera diferente cuando
estos estresores se presentan por separado, se ahorran recursos en momentos en que el
riesgo de infeccidn no seria tan elevado, pudiendo ser destinados a suplir otras demandas

O procesos.

En cuanto a la respuesta humoral adquirida, los pocos estudios que han examinado
de manera especifica la inmunidad mediada por anticuerpos en roedores expuestos a
restriccion alimentaria no encontraron evidencia de un efecto claro (Kristan, 2007, 2008;
Xu y col., 2011; Zysling y col., 2009). Por otro lado, los estudios experimentales que se
encontraron sobre la influencia del estrés social presentan evidencia a favor de la hipétesis
de la inmunosupresion. En ratas y ratones se ha reportado que los anticuerpos especificos
del isotipo IgG disminuyen ante la derrota en enfrentamientos sociales (Bartolomucci y
col., 2001; Demas y col., 2004; Fleshner y col., 1989; Jasnow y col., 2001). Atn mas, en
hamsteres siberianos se ha demostrado que la derrota ejerce efectos opuestos sobre la
inmunidad adquirida y la innata (Chester y col., 2010). En estos animales, los niveles de
IgG especificos disminuyeron en los individuos vencidos, mientras que se incremento la
capacidad bactericida del suero (un indicador robusto de inmunidad innata) (Chester y
col., 2010). Por el contrario, en otros estudios con roedores de laboratorio no se encontrd
un efecto del estrés social sobre los niveles de anticuerpos especificos ante un

inmundégeno (Karp y col., 1993; Klein y col., 1992).

El incremento de los niveles de anticuerpos anti-ASB en los animales expuestos a
RA o CS contraria gran parte de lo expuesto, y provee evidencia de que el estrés crénico
en ratas podria estimular la respuesta inmune mediada por anticuerpos. Es de notar la
ausencia de una respuesta inmune secundaria evidente, lo que podria sugerir un
compromiso de la memoria inmunoldgica, cual sefialado previamente por otros autores
(aunque sélo ante restriccion alimentaria) (Martin y col., 2007a, 2008). Igualmente, el
inesperado incremento de la inmunidad humoral adquirida contradice lo que se ha
propuesto para especies con ritmo de vida acelerado (Lee, 2006; Martin y col., 2007b;
McDade y col., 2016; Previtali y col., 2012). Este tipo de estrategia podria ser ventajosa
desde una perspectiva ecoldgica, al considerarse que los anticuerpos especificos confieren
inmunidad pasiva a la descendencia, asegurando defensas contra patdgenos relevantes en
etapas tempranas de la vida, especialmente en momentos en que el riesgo de infeccion

puede ser particularmente alto. El hecho de que la progesterona incremente la produccion
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de anticuerpos (revisado en Klein, 2004) respalda esta suposicién. Siendo que este efecto
sobre la inmunidad adquirida ha sido detectado en ratas macho, en estudios futuros resulta
de interés evaluar las consecuencias de estos mismos estresores sobre ratas hembra de

diferentes estados reproductivos.

A pesar de que estudios previos sugieren que un organismo debiera priorizar la
inversion de recursos en inmunidad innata o adquirida (Chester y col., 2010; Martin y
col., 2007b; Previtali y col., 2012), los resultados que aqui se presentan demuestran que
la exposicion simultdnea a restriccién alimentaria y conflicto social (RA+CS) estimula
tanto la inmunidad innata como adquirida al mismo tiempo. Estas respuestas inmunes
inesperadas podrian deberse a las caracteristicas de los dos estresores analizados.
Estresores de diferente naturaleza activan mecanismos y vias neuroendocrinas distintas
(Bowers y col., 2008; Chester y col., 2010), lo que puede resultar en una variedad de
efectos sobre los componentes del sistema inmune (Bowers y col., 2008; Brooks y Mateo,

2013; Chester y col., 2010).

En resumen, la exposicién prolongada a dos estresores que comtinmente se enfrentan
combinados durante densidades poblacionales altas, eleva los niveles de anticuerpos
naturales y especificos en ratas. A pesar de la limitacion de recursos en algunos animales
(los individuos bajo restriccién alimentaria), no hubo evidencia de trade-off entre ambos
componentes de la inmunidad humoral. Dado que los dos estresores que se evaluaron
usualmente se asocian con un incremento en el riesgo de infeccidn, estos resultados se
interpretan como una priorizacion adaptativa de las defensas inmunes por sobre otro
procesos, como por ejemplo fue observado en el crecimiento de estos mismos animales
(ver Capitulo III). Si la exposicidén a un estresor se acompaia de un incremento en el
riesgo de infeccidn, que la respuesta de estrés estimule la inmunidad del hospedador tiene
sentido desde una perspectiva evolutiva. De todas maneras, se reconoce que es necesario
evaluar la capacidad de estas estrategias inmunes para contrarrestar de manera eficiente

la exposicién a un patdgeno.
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CAPITULO VI

Evaluacion de la funcion inmune en roedores sigmodontinos de vida

libre: sus determinantes y su influencia sobre la intensidad parasitaria

Introduccion

En los ambientes naturales, las enfermedades infecciosas y parasitarias representan
una causa mayor de morbilidad y mortalidad entre individuos de vida libre (Beldomenico
y Begon, 2010; Beldomenico y col., 2008; Bradley, 2015; Turner y col., 2014). Ante tal
escenario, la variacién en la susceptibilidad del hospedador constituye un elemento clave
al determinar el desenlace de una infeccién (Beldomenico y Begon, 2010; Beldomenico
y col., 2009a, 2009b; Bradley, 2015). Por ello, mantener una funcién inmune eficiente es
esencial para maximizar la eficacia bioldgica del organismo en ambientes ricos en
patdgenos (Beldomenico y Begon, 2010; McDade y col., 2016; Viney y col., 2005). En
poblaciones naturales la funcién inmune demuestra una alta variabilidad y es fuertemente
dependiente del contexto (Downs y col., 2015; Lee, 2006; Young y col., 2015a), siendo
afectada por la disponibilidad de recursos, densidad de hospedadores, época del afio y
estacionalidad, carga parasitaria del ambiente, historial de exposiciones a patdgenos,
sexo, estado reproductivo, estrés, entre muchos otros factores (Downs y col., 2015;
Gervasi y col., 2015; Horrocks y col., 2015; Lee, 2006; Pedersen y Babayan, 2011; Young
y col., 2015a). En consecuencia, todos estos condicionantes pueden causar cambios en el
grado y tipo de inversion inmune desplegados por el organismo (Lee, 2006; Lochmiller

y Deerenberg, 2000; Pedersen y Babayan, 2011).

Cual sefialado en el Capitulo IV, la inmunocompetencia es un término general que
refiere a la capacidad de la funcién inmune para afrontar la exposicién a un patégeno y
minimizar el impacto sobre el fitness (Owens y Wilson, 1999; Viney y col., 2005). La
determinacion del estado y la eficacia de la funcién inmune en poblaciones silvestres
representa un desafio, debido al limitado acceso a los animales, la dificultad para
monitorearlos durante periodos prolongados de tiempo, y el estrés inducido al capturarlos
(Boughton y col., 2011; Demas y col., 2011b; Gilot-Fromont y col., 2012). Ante estas
condiciones, los ensayos a implementar se limitan a aquellos que permitan obtener
medidas de la funcién inmune de manera sencilla y confiable en condiciones de campo

(Boughton y col., 2011). Asimismo, estos debieran ser interpretados teniendo en cuenta
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que dependen fuertemente de la presencia de patdgenos, relacion acerca de la cual se

conoce poco en la mayoria de las especies silvestres (Biard y col., 2015).

A pesar del uso frecuente de algunas medidas de la funcién inmune en estudios
ecoldgicos, auin resta por develar un interrogante central (Adamo, 2004; Biard y col.,
2015): las medidas de indicadores de inmunidad, ;son el reflejo de la inmunocompetencia
del individuo o de su estado de infeccidn? De hecho, si los niveles de los indicadores de
inmunidad reflejan el nivel de inmunocompetencia, los individuos que presenten mayor
expresion del indicador evaluado debieran presentar cargas parasitarias menores. En
contraste, si los indices de inmunidad son el reflejo de una infeccién activa y de los niveles
de estimulacion del sistema inmune, los individuos con niveles mas altos debieran ser los
mds fuertemente parasitados (Biard y col., 2015; Davis y col., 2008). Por caso, la
neutrofilia ;es indicadora de estrés e infeccion (y por ello, menor fitness), o de mayor
habilidad para responder a una infeccién (mayor fitness)? La linfopenia, ;constituye una
sefial de inmunosupresion, de una respuesta de estrés, o de la ausencia de pardsitos? En
especies silvestres, esto se torna particularmente complejo, ya que se suele carecer de
informacién estandarizada acerca de los niveles de referencia de los indicadores de la
funcién inmune. Al mismo tiempo, la notable variabilidad de los mismos observada en

individuos de vida libre atenta contra este propdsito.

Para afrontar este interrogante, usualmente se correlacionan las medidas de
inmunidad con las medidas vinculadas al estado de infeccién, como ser prevalencia o
carga parasitaria (Biard y col., 2015). Sin embargo, debe considerarse no solo que cada
hospedador aloja una comunidad parasitaria, donde la co-infeccién es la regla mas que la
excepcion, sino también que la relacion entre infeccién e indicador de inmunidad
dependera del tipo de parasito en cuestion (Budischak y col., 2012; Cox, 2001). De hecho,
distintos tipos de pardsitos pueden inducir una respuesta diferente, lo que potencialmente
conduce a diversos trade-offs entre componentes de la funcién inmune (Cox, 2001).
Tipicamente, los pardsitos intracelulares estimulan respuestas del tipo Thl y Thl7,
mediadas por la inmunidad celular; mientras que los pardsitos extracelulares, como los
helmintos, inducen principalmente respuestas del tipo Th2, (Cox, 2001; Jolles y col.,
2008). Por otro lado, los ectopardsitos mayormente conducen a una respuesta inflamatoria

por parte del hospedador (Owen y col., 2010).

En virtud de lo expuesto, en este capitulo se analizé la influencia de factores

individuales y ambientales sobre la relacion entre funcidén inmune e intensidad parasitaria,
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siendo ésta ultima representada por medidas agregadas de cada tipo de macroparasito.
Entre los factores ambientales, y en consonancia con el experimento previo con ratas de
laboratorio, se posee particular interés en analizar el efecto de la disponibilidad de
alimento y la densidad especifica (entendida como la densidad de ejemplares de la misma
especie). Para ello, se propuso un ensayo de campo con roedores sigmodontinos de vida
libre (Cricetidae, Sigmodontinae), en el cual se manipuld la disponibilidad de alimento
por medio de la suplementacion periddica. Cual sugerido por otros autores para lograr
una mejor comprensién de la funcién inmune (Boughton y col., 2011; Palacios y col.,
2012; Pedersen y Babayan, 2011), se analizaron indicadores de inmunidad de los
mecanismos innato y adquirido, incluyendo los componentes celular y humoral. Como
indices de inmunidad celular innata se utilizaron los conteos absolutos de monocitos y
granulocitos (neutréfilos y eosinéfilos); mientras que la evaluacion de anticuerpos
naturales (AcNs) se utilizé como indicador de inmunidad innata humoral. Por otro lado,
los conteos de linfocitos se evaluaron como indicadores de la inmunidad celular
adquirida. Por medio de los indicadores mencionados, se procurd dar respuesta a los
siguientes interrogantes 1) /en qué medida la funcién inmune es influenciada por variables
individuales y del ambiente?; i1) ;como se relacionan las caracteristicas del individuo y
del ambiente con la carga y tipo de pardsito?; y iii) ;cudl es la relaciéon entre los
indicadores de inmunidad seleccionados y la carga y tipo de parésito? Al responder los
primeros dos interrogantes, se procur$ identificar variables predictoras de la funcién
inmune y del tipo e intensidad parasitaria, lo que permiti6 considerarlas como co-
variables en el 3° andlisis de asociacion entre parasitismo/inmunidad. Estudios previos
permiten anticipar que la funcién inmune serd afectada por el sexo, la condicién corporal,
la densidad especifica o la época del afio (Beldomenico y col., 2008b; Bordes y col., 2012;
Eberhardt y col., 2013; Young y col., 2015a). A su vez, la intensidad y tipo de parasitos
serdn influenciados por la funcién inmune, pero ademds por la especie, el sexo, la
condicién corporal o la época del afio (Beldomenico y col., 2008a; Colombo y col., 2015;
Rynkiewicz y col.,, 2013; Warburton y col.,, 2016). Se incorpor6 la razén
neutro6filo:linfocito como medida indirecta de estrés (Davis y col., 2008), contribuyendo

a la interpretacion de los resultados como potencial mecanismo intermediario.
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Materiales y Métodos

Origen de los datos a utilizar

Los datos requeridos para evaluar la influencia de factores individuales y ambientales
sobre la relacion entre funcién inmune e intensidad parasitaria en roedores sigmodontinos
de vida libre, se obtuvieron en el marco de un ensayo de campo correspondiente a otra
tesis doctoral en curso (se describe brevemente a continuacion). En la tesis aqui presente,
se incluyeron las especies de roedores sigmodontinos que presentaron mayor abundancia

a lo largo de dos afios de muestreo, Akodon azarae y Calomys callosus.

Las 2 especies de roedores silvestres aqui tratadas pertenecen a la familia Cricetidae,
subfamilia Sigmodontinae, grupo que incluye al menos 376 especies y que predomina en
América del Sur. Akodon azarae se encuentra presente en el noreste y centro de
Argentina, Paraguay, Uruguay y extremo sur de Brasil. Se trata de una especie omnivora
(Bilenca y col., 1992), poliginica, que habita en pastizales con alta cobertura vegetal,
especialmente de gramineas, siendo la especie dominante en agroecosistemas pampeanos
(Avila y col., 2016; Bilenca y col., 1992; Gémez Villafafie y col., 2005). A su vez,
Calomys callosus se distribuye en el este de Bolivia, centro y norte de Argentina,
Paraguay y sudoeste de Brasil. Esta especie, también poliginica, se presenta
frecuentemente en ambientes alterados, con vegetacion de crecimiento secundario
(Barquez y col., 1991). Estas especies de roedores han sido implicadas en la transmision
de importantes zoonosis, como ser Leptospirosis, Hantavirus y/o Fiebre Hemorrdgica

Argentina, entre otras (Palma y col., 2012; Singh y Ruzed, 2016; Vanasco y col., 2003)

Ensavo de campo y toma de muestra

El ensayo de campo con roedores sigmodontinos de vida libre se desarroll6 en las
provincias de Santa Fe y Entre Rios, en la ecorregion de El Espinal (Cabrera, 1976;
Morrone, 2014) (Fig. 24). Esta ecorregion se encuentra cubierta por llanuras, serranias
bajas y medanales, y diferenciandose 3 distritos: del Nandubay, del Algarrobo, y del
Caldén. Los sitios de muestreo se encuentran en la transicion entre los distritos del
Nandubay y del Algarrobo, caracterizandose por un clima cilido y himedo, con lluvias
abundantes en primavera y verano (precipitacion anual de 340 a 1170 mm) y con
temperatura media anual de 15 a 20 °C. El tipo de vegetacion dominante es un bosque
bajo, xero6filo, con dominancia de especies arbéreas del género Prosopis, alternando con

pastizales puros (Cabrera, 1976).
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Figura 24. Localizacion geogrdfica de los sitios de captura de roedores sigmodontinos
de vida libre (en rojo, las parcelas con acceso al alimento suplementado; y en azul, las

parcelas con el acceso restringido).

Bajo el supuesto de que en la naturaleza la disponibilidad de alimentos es usualmente
limitada y en consecuencia los roedores silvestres se encuentran restringidos en energia
o recursos (Beldomenico y col., 2008b; Turner y col., 2014), se procurd aliviar la
restriccion alimentaria por medio de la suplementacion estratégica y sistemdtica de
alimento. Para ello se establecieron 8 parcelas de muestreo de 0,5 ha en pastizales
naturales, repartidas entre 2 sitios: 4 de ellas ubicadas en la localidad de Esperanza,
provincia de Santa Fe; y las 4 restantes ubicadas en la localidad de La Picada, provincia
de Entre Rios. (Fig. 24). Para el establecimiento de las parcelas, se seleccionaron zonas
de pastizal natural alejadas de dreas de cultivo, aunque sometidas parcialmente a pastoreo
extensivo de ganado lechero. Las parcelas se encontraban separadas entre si por una
distancia minima de 1 kilémetro, lo cual es ampliamente superior al home range de las
especies dominantes esperadas (Akodon azarae y Oligoryzomys sp. [Sequeira y col.,
2003]; siendo el home range maximo aproximado de 900 m? para A. azarae [Priotto y

Steinmann, 1999]).

La intervencion se ejecutd sobre 4 parcelas (2 de cada sitio), a lo largo de 2 afios,

mediante la colocaciéon mensual por parcela de 10 kg de alimento (una mezcla de alimento
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comercial para perros, para conejos y maiz) repartidos en 10 contenedores de PVC
(adaptado de Meserve y col., 2001). En las parcelas restantes (no suplementadas),
mensualmente se colocé la misma cantidad de alimento, pero el acceso al mismo se
encontraba bloqueado. Este procedimiento se ejecutd para evitar un potencial sesgo en la
intensidad parasitaria, que pudiera ser atribuido a la tasa de contacto entre los individuos
atraidos por el alimento. La eleccion de las parcelas a intervenir se defini6 a partir de la
cantidad de capturas de roedores en muestreos piloto, en un disefio factorial 22: en cada
sitio, se suplementd una parcela con captura alta y otra con captura baja; en tanto que se

restringio el acceso al alimento en una parcela con captura alta y otra con captura baja.

Entre Junio 2014 y Julio 2016, se llevaron a cabo 21 sesiones de captura de 3 noches,
cada 5 semanas. En cada una de las 8 parcelas, se estableci6 una cuadricula de trampeo
de 5x5 estaciones separadas por 15 m, cada una con 2 trampas Sherman. Se propuso un
limite méximo de remocidn de 5 individuos por especie y por parcela (un méximo anual
por parcela de 60 individuos de la misma especie) en cada sesion de captura. Este mdximo
de individuos a remover por sesion de captura se determino a los fines de no comprometer
las sesiones subsiguientes. La remocion de individuos fue necesaria para obtener muestras

para determinacion del estado fisiol6gico, inmunolégico y de infeccion de los individuos.

Los roedores a sacrificarse fueron anestesiados profundamente con isofluorano para
la extraccién de una muestra de sangre por puncién cardiaca, luego de la cual se
eutanasiaron mediante dislocacion cervical. La muestra de sangre obtenida se colocé en
un eppendorf con EDTA como anticoagulante, y se preservo refrigerada hasta su posterior
andlisis (dentro de las 8 h de colectada). Una vez eutanasiado el individuo, se registraron
medidas morfométricas (peso, largo desde la punta del hocico a la base de la cola) y
condicion corporal. Luego, se procedio a realizar la necropsia, en la que se colectaron y
preservaron diversos Organos para otros estudios complementarios. Cada tracto digestivo
se identificé y se preservo entero en bolsas plésticas individuales, en formol al 4%, hasta
su posterior andlisis en laboratorio. En tanto, una vez terminada la necropsia, la carcasa
se preservo en bolsas plésticas individuales en alcohol etilico 96°, para luego ser revisada
exhaustivamente en busca de ectoparasitos. Se presto particular atencion a la recoleccion
de los ectoparésitos que pudieran desprenderse durante la manipulacién de cada roedor

en la mesa de trabajo.
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Evaluacion del impacto de la suplementacion de alimento sobre la condicion corporal de

roedores de vida libre

Una vez eutanasiado cada ejemplar, y antes de comenzar con la necropsia, la
condicién corporal fue estimada mediante la palpacion de la cobertura de musculos y
grasa sobre la columna vertebral y pelvis (se registra mediante un score de 2 a 10)
(Beldomenico y col., 2008a). Este score de condiciéon corporal fue posteriormente
utilizado como variable respuesta para evaluar el impacto de la suplementacién de
alimento. Ademds del tratamiento en si mismo, como variables predictoras se incluyeron
variables individuales y ambientales. En el apartado “Andlisis Estadistico” se ofrece

mayor informacioén al respecto.

Evaluacion del perfil leucocitario en roedores de vida libre

El perfil leucocitario se utiliz6 como indicador de la inmunidad celular de los
roedores de vida libre, evaludndose mediante el conteo de leucocitos totales y de cada
uno de los tipos leucocitarios. Considerando el valor de cada muestra sanguinea de un
ejemplar silvestre, y que debe obtenerse la mayor cantidad posible de informacién de cada
muestra, se aplico la metodologia propuesta por Beldomenico y col. (2008b). De manera
de trabajar con volimenes reducidos, se diluyeron 5 ul de sangre entera en 45 ul de PBS.
Para efectuar el conteo de leucocitos, se diluyeron 45 ul de esta dilucién inicial 1:10 en
45 ul de 4cido acético 4% con cristal de violeta 1%. Los conteos de leucocitos se
efectuaron en cdmara de Neubauer, contando las células sanguineas en cuadrantes
especificos de la grilla y asi determinar su nimero por microlitro. LLos conteos absolutos
totales de leucocitos se obtuvieron a partir de corregir los conteos en cdmara por las

diluciones correspondientes.

A continuacion, con parte de la muestra restante, se prepararon extendidos
sanguineos, los cudles fueron tefildos mediante el método de May-Griinwald-Giemsa.
Para el conteo diferencial de los leucocitos se consideré un minimo de 100 células, las
cuales fueron clasificadas de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas (Weiss y
Wardrop, 2010). Si bien en estudios ecoldgicos es frecuente el uso de los conteos
diferenciales de leucocitos (proporciones o porcentajes) como indicador de inmunidad
(ej., Biard y col., 2015; Young y col., 2015), su valor se considera limitado ya que provee
poca informacion acerca de los cambios que ocurren en el perfil leucocitario (Weiss y
Wardrop, 2010), por lo que es preferible el célculo y andlisis de conteos absolutos

(Johnstone y col., 2012). En consideracion de ello, el conteo absoluto de cada poblacién
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leucocitaria se obtuvo a partir de multiplicar el conteo diferencial (como proporcién) por
el conteo total de leucocitos. Los conteos absolutos de monocitos y granulocitos
(neutréfilos y eosinéfilos) se consideraron indices de inmunidad celular innata; mientras
que los conteos de linfocitos se evaluaron como indicadores de la inmunidad celular
adquirida. Los baséfilos no se incluyeron como indicador de inmunidad celular innata
debido a que su presencia fue registrada en muy baja proporcién en un nimero reducido

de individuos.

Una vez efectuados los conteos de células sanguineas, el volumen remanente de
sangre fue centrifugado durante 5 min a 5000 revoluciones. Luego, el plasma fue separado

del paquete celular y preservado a -20 °C para andlisis posteriores.

Evaluacion de cambios hematologicos por estrés en roedores de vida libre

Como indicador de los cambios hematoldgicos por estrés se utilizé la razén entre
neutréfilos y linfocitos (en adelante N:L). Esta medida es considerada de utilidad en el
campo de la fisiologia de la conservacidn, siendo frecuente su uso como indicador de los
cambios por estrés cronico y de la condicion del hospedador en estudios ecoldgicos de
diversas especies de mamiferos (Davis y col., 2008; Gilot-Fromont y col., 2012; Springer
y col., 2015; Warburton y col., 2016; Young y col., 2015a). En este sentido, el estrés
produce incrementos en la razon N:L, que serian proporcionales a la liberaciéon de GCs
(Davis y col., 2008). En un estudio de laboratorio con una especie de roedor subterrdneo,
Ctenomys talarum, se determiné que individuos cautivos, aclimatados y sin
perturbaciones, presentan valores de la razén N:L entre 0,1 y 1,5 (Vera y col., 2008). Al
ser expuestos a estrés agudo, estos valores incrementan hasta 2,5-3, mientras que alcanzan
valores de 5 durante el estrés cronico. Si bien se trata de una especie diferente de roedor
a los aqui estudiados, de habitos disimiles, estos resultados sugieren que la medida podria
ser utilizada como indicador de la exposicion de los ejemplares de A. azarae 'y C. callosus
a estresores ambientales. Asimismo, sirven como una aproximacion para discernir entre

la variacion que pudiera presentarse al analizar esta variable.

Evaluacion de los niveles de anticuerpos naturales (AcNs) en roedores de vida libre

La evaluacion de AcNs en roedores de vida libre fue incluida como indicador de la
inmunidad humoral innata. Los niveles fueron determinados por medio de la técnica de
ELISA descripta en el Capitulo V, aunque con algunas particularidades propias de la
evaluacion de muestras de especies silvestres. Siendo que no se encuentran disponibles
comercialmente anticuerpos especificos dirigidos contra antigenos provenientes de
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roedores sigmodontinos (en este caso, los anticuerpos IgM e IgG de A. azarae y C.
callosus), los niveles de AcNs se evaluaron por medio de la reaccién cruzada con los
anticuerpos adquiridos previamente para la evaluacion de AcNs en ratas de laboratorio
(ver Capitulo V, Ac de conejo anti-IgG+IgM+IgA de rata, marcado con HRP, Abcam®
[ab102199]). En el andlisis se incluyeron las muestras de los roedores capturados hasta
octubre de 2015 (6 meses antes de finalizar los muestreos), debido a la necesidad de
evaluar si la reaccién cruzada con los anticuerpos anti-rata brindaba una respuesta

adecuada.

Para la verificacién de esta reaccion cruzada, en una primera instancia se compararon
los resultados obtenidos de un ELISA en que se evaluaron 3 diluciones (1:50, 1:100,
1:200) de sendos pools de plasma de A. azarae, de C. callosus y de rata (el “control
interno” mencionado en el Capitulo V). Las condiciones del ensayo fueron similares a las
de aquel en que se evaluaron los AcNs de las ratas de laboratorio (ver en Capitulo V). La
tnica modificacion fue la dilucion del conjugado anti-IgG+IgM+IgA (anti
inmunoglobulinas totales) de rata, que debié utilizarse en 1:250 a causa de la disminucién
de su actividad. Luego de constatarse que las densidades Opticas obtenidas fueron
similares entre las 3 especies, se seleccionaron las diluciones de plasma que presentaron
mejor lectura, siendo 1:100 para A. azarae y 1:50 para C. callosus. Una vez definidas las
diluciones de trabajo, se procesaron las muestras de 114 ejemplares de A. azarae y de 67
C. callosus, de acuerdo al protocolo descripto previamente. Para disminuir la potencial
variacion entre placas, en cada placa se analiz6 como control interno un pool de las
muestras de cada especie a analizar. Para el andlisis de los datos se considerd la
proporcién de la DO media de cada par de pocillos con respecto al pool afiadido como

control interno.

Andlisis parasitologicos

Los roedores silvestres son hospedadores de numerosos microparasitos (virus,
bacterias, hongos y protozoos) y macroparasitos (helmintos y artrépodos), pero por
cuestiones practicas los andlisis del presente capitulo se focalizaron en los helmintos
gastrointestinales y artropodos ectopardsitos. Los helmintos gastrointestinales suelen ser
responsables de infecciones cronicas (Bordes y col., 2012), mientras que los ectoparasitos
principalmente producirian reacciones inflamatorias (Owen y col., 2010). La piel de las
carcasas preservadas fue revisada exhaustivamente bajo lupa estereoscépica para detectar

y contar ectopardsitos; en tanto que los tractos digestivos fueron diseccionados
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cuidadosamente y lavados con agua destilada, para recuperar su contenido, que luego fue
revisado bajo lupa estereoscdpica para preservar los helmintos gastrointestinales. Para la
evaluaciéon de las respuestas del hospedador al parasitismo se consideraron las
intensidades parasitarias, agrupadas por tipo de agente: nematodos gastrointestinales,
cestodos gastrointestinales, garrapatas, dcaros, pulgas y piojos. Los trematodos no fueron
considerados ya que fueron reportados en s6lo 4 ejemplares de A. azarae, con

intensidades bajas.

Andlisis estadistico

Dado que los andlisis realizados en este Capitulo difieren de los ejecutados

previamente, se optd por explicarlos aqui, en lugar de diferirlos al Anexo II.

Los andlisis estadisticos para evaluar la asociacion de factores individuales y
ambientales con la funcidén inmune e intensidad parasitaria en roedores sigmodontinos de
vida libre se implementaron en 3 instancias diferentes, mediante la aplicacién de modelos
lineales (generalizados) mixtos. En una 1% instancia, se evalud la asociacion de factores
individuales y ambientales con los pardmetros seleccionados de la funcién inmune
(conteos leucocitarios y niveles de AcNs). En todos los casos se verificd la normalidad
de los residuos, y cuando fue necesario la variable respuesta fue transformada para
normalizar. En el caso de los conteos de monocitos y eosindfilos, que no pudieron ser
normalizados, se analizaron con modelos mixtos generalizados (distribucién binomial
negativa). En una 2 instancia, se evalud la asociacion de los mismos factores con los
distintos tipos parasitarios (nematodos, cestodos, garrapata, dcaros, pulgas y piojos). Y
por ultimo, en una 3* instancia, se evalud la asociacion de cada pardmetro inmune con
cada tipo parasitario, incluyendo como co-variables los factores identificados como
influyentes en los andlisis previos, con el propdsito de corregir por potenciales variables
enmascaradoras. En los andlisis 2° y 3°, donde la variable respuesta fueron los conteos
por tipo parasitario (intensidad), se utilizaron modelos mixtos generalizados, con
distribucion binomial negativa. En los 3 tipos de modelos se incluyeron como efectos al
azar los términos “grilla” y “campana”, para considerar la dependencia de las muestras
provenientes de la misma grilla de muestreo y de la misma sesién de captura. Para el
andlisis de la razén N:L como indicador de cambios hematoldgicos por estrés se siguid
una légica similar: en un primer lugar se analiz6 la asociacion con factores individuales
y ambientales. Luego, se incluy6é como variable independiente en los andlisis parasitarios,

para analizar su asociacidn con las intensidades parasitarias.
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El ndmero de variables a evaluar se mantuvo al minimo, mientras que se opto por no
incluir interacciones. Esta decision responde a no comprometer el poder estadistico de los
andlisis, debido al limitado nimero de ejemplares capturados. En cuanto a los factores
ambientales e individuales incluidos como variables independientes en los distintos

modelos, se consideraron los siguientes:
1) Factores individuales: especie, sexo, y condicion corporal (score del 2 al 10).

i) Factores ambientales: tratamiento (suplementacién de alimento), capturas por
especie (nimero de individuos de cada especie capturados por sesion y por grilla, como
indicador de la densidad especifica), sitio de muestreo (Esperanza/LLa Picada), estacion
del afio (Invierno, Primavera, Verano y Otofio), y afio de captura (Afio 1: Junio 2014 -

Junio 2015; Ao 2: Julio 2015 - Julio 2016).

Con el propésito de obtener una estimacion de pardmetros de mayor robustez, la
seleccion de los modelos se llevé a cabo usando procedimientos basados en Teoria de la
Informacidn, a partir de lo cual se efectia una inferencia ponderada de los pardmetros a
partir de la seleccién de multiples modelos (inferencia de modelos multiples, del inglés
“multimodel inference”) (Burnham y Anderson, 2002; Grueber y col., 2011). La
comparacion y seleccion de modelos se ejecutd a partir de un modelo global maximo
utilizando la estimacion de mdxima verosimilitud (ML, del inglés “maximum
likelihood”) (Zuur y col., 2009), y mediante el criterio de Akaike de segundo orden
(AICc), que es de utilidad ante muestras de numero reducido (Arnold, 2010; Burnham y
col., 2011; Johnson y Omland, 2004). Se seleccionaron todos aquellos modelos cuyo
AAICc no difiriera en mds de 2 unidades con respecto al mejor modelo posible. El peso
AICc de un modelo (w;) representa la plausibilidad relativa de que un modelo especifico
sea el mejor entre todos. En el caso particular de los modelos lineales mixtos, la
estimacion de los coeficientes se realizé mediante la estimacion de méxima verosimilitud
restringida (REML, del inglés “restricted maximum likelihood) (Zuur y col., 2009).
Luego, el valor final de cada pardmetro se calculé mediante el promedio de los
coeficientes de todos los modelos seleccionados. La plausibilidad de cada pardmetro se
estim$ a partir de sumar el w; de aquellos modelos que lo incluyeran (Burnham y
Anderson, 2002; Svagelj y col., 2012). Adicionalmente, de manera de complementar la
evidencia de efectos relevantes, se calculd el intervalo de confianza del 95% de cada
coeficiente final, considerdndose significativos aquellos que no incluyeran el O (Manzoli

y col., 2013; Svagelj y col., 2012).
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Resultados
Los andlisis estadisticos se presentan en las Tablas A23-A56, en Anexo II.

Ensayo de campo

Luego de 21 sesiones de muestreo, efectuadas a lo largo de 2 afios, se capturaron 136
ejemplares de A. azarae y 124 de C. callosus (un total de 260 individuos). Se destaca que
en contadas sesiones de captura se alcanz6 el nimero méaximo de 5 individuos de alguna
de las especies por parcela, habiéndose marcado y liberado 20 ejemplares de A. azarae y
20 de C. callosus. En la Tabla 4 se presenta la cantidad de ejemplares capturados, segin

especie, sexo, edad y sitio de captura.

Tabla 4. Niimero de ejemplares capturados de Akodon azarae y Calomys callosus (segiin

sexo, sitio de captura, e intervencion realizada).

Akodon azarae Calomys callosus TOTAL

Machos Hembras Machos Hembras

Sitio: Esperanza (Santa Fe) (n= 205)

Con suplemento Juveniles 4 10 2 7 23
Adultos 28 18 48 33 127
Sin suplemento  Juveniles 7 10 0 2 19
Adultos 23 10 3 0 36

Sitio: La Picada (Entre Rios) (n= 55)

Con suplemento Juveniles 2 1 0 2 5
Adultos 13 7 9 7 36

Sin suplemento  Juveniles 0 1 0 0 1
Adultos 2 0 7 4 13
TOTAL 79 57 69 55 260

En lineas generales, no se evidencié un impacto claro de la intervencion realizada

sobre la captura de ejemplares de A. azarae y C. callosus. Se destaca que en el sitio de
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Esperanza, casi la totalidad de ejemplares de C. callosus se capturaron en el sitio con

suplemento de alimento.

Debido al nimero reducido de individuos juveniles y a la gran variabilidad que
presentan por tratarse de animales en crecimiento, en los andlisis siguientes se incluyeron
s6lo animales adultos. Los adultos fueron identificados como tales de acuerdo a sus
caracteristicas morfoldgicas y reproductivas (testiculos descendidos en los machos, y
vulvas perforadas en las hembras). En la Figura 25 se presenta la cantidad de capturas

efectuadas en cada afio y estacidn, segutn la especie y el sexo.

N /\
15 1 \

Numero de ejemplares capturados

Sexo

— Machos
= = Hembras

Especie
A arzarae

Numero
=

Invierno  Primavera Verano Otofio Invierno  Primavera Verano Otofio

Estacion

Figura 25. Niimero de roedores silvestres capturados luego de 21 sesiones de captura

entre los afios 2014 y 2016 (solo se incluyen adultos).

Evaluacion del impacto de la suplementacion de alimento sobre la condicion corporal de

roedores de vida libre

En la Tabla 5 se presenta la estadistica descriptiva de la condicién corporal obtenida

de los 136 ejemplares de A. azarae y 124 de Calomys callosus.

El anélisis de la condicion corporal evidencié que su variacion se debe esencialmente
a la influencia estacional a lo largo del afio y al afio en cuestiéon (w; = 0,97, Tabla A23).
Entre primavera y otofio se presenta una condicidn corporal deteriorada con respecto al
invierno; en tanto que durante el segundo afio de muestreo los animales estuvieron en
peor condicién que el primero (Tabla A24). No se evidencié ningun impacto de la

suplementacion sobre la condicion corporal de los ejemplares evaluados.
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Tabla 5. Estadistica descriptiva de la condicion corporal en roedores de vida libre

(media + desvio estdndar) y sub-totales por categoria.

Sin Suplemento  Con Suplemento TOTAL

Akodon azarae (n= 136)

Juveniles 4,89 +1,32 (2-7) 4+1,17 (2-6) 35
Adultos 4,23 +1,42 (2-7) 4,45 1,34 (2-8) 101

Calomys callosus (n= 124)

Juveniles 4 +1,41(3-5)  4+134(2-6) 13
Adultos  343+1,6(2-6) 3,70+1,58(2-8) 111

TOTAL 69 191

Evaluacion de cambios hematologicos por estrés en roedores de vida libre

En la Tabla 6 se presenta la estadistica descriptiva de la razén N:L obtenida de 127
ejemplares de A. azarae y 120 de Calomys callosus. La diferencia en el nimero de
ejemplares con respecto a la Tabla 4 responde a que en 9 ejemplares de A. azarae y 4 de
C. callosus los frotis no pudieron ser evaluados (frotis de mala calidad, tincion

inadecuada, etc.).

Tabla 6. Estadistica descriptiva de la razon N:L en roedores de vida libre (media +desvio

estandar) y sub-totales por categoria.

Machos Hembras TOTAL

Akodon azarae (n= 127)

Juveniles 0,16 £0,21 (0,01-0,77) 0,24 + 0,24 (0-0,68) 32
Adultos 0,30 £0,52 (0-2,52) 0,46 + 0,62 (0,02-3,19) 95

Calomys callosus (n= 120)

Juveniles 0,08 + 0,01 (0,07-0,09) 0,29 + 0,28 (0,06-1,02) 13
Adultos 0,59 £ 0,68 (0,01-2,83) 0,46 + 0,48 (0-1,90) 107

TOTAL 142 105 247
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El analisis de la razén N:L, utilizada como indicador indirecto de estrés, demostrd
que su variacion estaria explicada por un modelo que incluye la condicién corporal y la
densidad especifica (capturas por especie) (w; = 0,54, Tabla A25). La razén N:L se
incrementa segin aumenta el ndmero de individuos de la especie, y difiere con la
condicién corporal (Fig. 26, Tabla A26). Los individuos con una condicién corporal

empobrecida presentan niveles mds elevados de la razon N:L (Fig. 26, Tabla A26).

Nivel de estrés
en roedores de vida libre

06 1 Condicién Corporal A
-
-~-- Mala e
1 05 — Buena _-~
i
c 04 4
ie)
g 03
e o
02 1

G4 =

2 4 B8 8 10 12 14
Densidad especifica

Figura 26. Simulacion del nivel de estrés (razon N:L) en roedores de vida libre, a partir
de la inferencia de modelos miiltiples (simulado para un ejemplar de A. azarae, durante

el 1°" afio de muestreo).

Asociacion de factores individuales v ambientales con la inmunidad celular de roedores

de vida libre

Para explicar la variacion en los conteos totales de leucocitos se seleccionaron 10
modelos alternativos, comprendidos en un AAICc < 2 (Tabla A27). El mejor de ellos
presentd una plausibilidad muy baja (w;= 0,16) (Tabla A27), en tanto que ninguno de los

parametros incluidos result6 ser significativo (Tabla A28).

En el caso de los conteos de leucocitos mononucleares (linfocitos y monocitos), en
ambos casos se seleccionaron 7 modelos (Tabla A27), a partir de los cuales se demostrd
que sdlo el afio de muestreo explica parcialmente la variacion observada: durante el 2°
aflo de muestreo se presentaron mayores conteos de linfocitos y monocitos que durante
el 1° (Tablas A29 y A30). El mejor modelo que explicé la variacién en los conteos de
monocitos so6lo incluyd “Afno” como variable independiente (w; = 0,21) (Tabla A27). En

el caso de los conteos de linfocitos, el mejor modelo incluyé también al sitio de muestreo
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(wi=0,24), aunque esta ultima variable no fue significativa; mientras que el modelo que
incluyd “Afio” como Unica variable dependiente fue el 2° seleccionado por presentar una

plausibilidad menor (w;=0,16) (Tablas A27 y A29).

Al considerar los conteos de leucocitos polimorfonucleares, los eosindfilos
presentaron resultados similares a los obtenidos con los linfocitos y monocitos. Se
seleccion6 un conjunto de 6 modelos, donde el mejor presentd una plausibilidad de 0,29

XA

(Tabla A27), y de los cuales se infiere que la variable “Afo” es la tnica significativa
(Tabla A31). A diferencia de lo observado en los leucocitos mononucleares, en este caso
el “Afio” se asocié de manera negativa con la variacién de los conteos de eosindfilos
(Tabla A31). En el caso de los neutréfilos, el mejor de los 3 modelos seleccionados para
explicar la variacién en sus conteos incluye la condicién corporal de los individuos y la
densidad especifica (w; = 0,54) (Tabla A27). De manera similar a lo observado en la

razén N:L, el nimero de neutrofilos se incrementd ante el aumento de la densidad

especifica y en aquellos individuos con condicion corporal empobrecida (Tabla A32).

Asociacion de factores individuales y ambientales con la inmunidad humoral en roedores

de vida libre

En primer lugar, debe destacarse que la técnica de ELISA demostré ser una técnica
adecuada para el andlisis de los niveles de AcNs en roedores de vida libre. A pesar de no
contar comercialmente con anticuerpos especificos para realizar evaluaciones en roedores
sigmodontinos, tanto en A. azarae como C. callosus se obtuvieron reacciones cruzadas
con los anticuerpos anti-rata disponibles. La tnica diferencia entre el protocolo para cada
especie fue la dilucion de la muestra de plasma: las muestras de A. azarae se diluyeron
1:100, mientras que las de C. callosus 1:50. Esto posibilitd que en ambas especies se

obtuvieran lecturas de densidad 6ptica adecuadas para su utilizacién.

Se procesaron muestras de 81 adultos de A. azarae y de 58 adultos de C. callosus
(Tabla 7). Como se comento previamente, estos ejemplares corresponden a los capturados
hasta Octubre de 2015. Las muestras del resto de los animales no pudieron ser procesadas
al terminar las campaiias de captura dado que la actividad de los anticuerpos anti-rata
conjugados con HRP decay6 rdpidamente (hubo que disminuir el factor de dilucion de
1:1000 a 1:250, en aproximadamente un mes entre la evaluacion de AcNs en ratas Wistar
y la de roedores silvestres). A causa de este inconveniente, no se pudo realizar la

evaluacidn de las muestras obtenidas 6 meses de la evaluacion.
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Tabla 7. Estadistica descriptiva de los niveles de AcNs (densidad optica) en roedores de

vida libre (media * desvio estdndar) y sub-totales por categoria.

Machos Hembras TOTAL

Akodon azarae (n= 127)

Juveniles 0,72 + 0,68 (0,05-1,84) 0,64 + 0,52 (0,06-1,87) 33
Adultos 0,77 £ 0,55 (0,06-1,97) 0,74 £ 0,51 (0,14-1,83) 81

Calomys callosus (n= 120)

Juveniles 0,26 + 0,22 (0,10-0,42) 0,62 + 0,43 (0,18-1,35) 9
Adultos 0,69 +0,38 (0,11-1,62) 0,93 £ 0,61 (0,02-2,47) 58

TOTAL 105 76 181

Niveles de AcNs en roedores de vida libre
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Figura 27. Simulacion de los niveles de anticuerpos naturales (AcNs) en roedores de
vida libre, segiin las asociaciones determinadas a partir de la inferencia de modelos
muiltiples (simulado para una hembra de A. azarae, en sitios con suplementacion de

alimento y ante una densidad especifica media).

La variacién en los niveles de AcNs de roedores de vida libre fue descripta en base a
la selecciéon de dos modelos bastante similares entre si, ya que difirieron en sélo una
variable y la plausibilidad de ambos es aproximadamente la misma (w;~ 0,50) (Tabla
A32). Ambos modelos incluyen la especie y sexo, como variables individuales, y sitio,
estacion del afio y afio de muestreo, como variables ambientales (Tabla A33). La
diferencia radica en que el 1° modelo incluye la suplementacion de alimento (“Tto”),

mientras que el 2° incluye la densidad especifica (Tabla A33). Sin embargo, de todas las
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variables incluidas, sélo el sitio y afio de muestreo resultaron ser significativas (Tabla
A34). Los roedores capturados en La Picada (Entre Rios) presentaron menores niveles de
AcNs que aquellos individuos de Esperanza (Santa Fe) (Fig. 27, Tabla A34). Asimismo,

los niveles de AcNs fueron menores durante el 2° aflo de muestreo (Fig. 27, Tabla A34).

Asociacion de factores individuales y ambientales con la carga de pardsitos presentes en

roedores de vida libre

e Nematodos

En la Figura 28 se presentan las frecuencias de roedores silvestres parasitados por

nematodos gastrointestinales, segin intensidad parasitaria y especie de roedor.

Carga de nematodos en roedores de vida libre
AKodon azarae Calomys callosus
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Figura 28. Frecuencia de roedores de vida libre parasitados por nematodos

gastrointestinales, segiin carga y especie.

El modelo lineal generalizado que mejor explica la variacion de la carga de
nematodos gastrointestinales en roedores silvestres incluye la especie, la condicion
corporal, el sexo y la estacién del ano (aunque sélo estds ultimas 3 variables fueron

significativas) (w; = 0,50) (Tablas A35 y A36).

La carga de nematodos gastrointestinales disminuye conforme mejora la condicion
corporal, al tiempo que difiere segin se trate de machos o hembras y de acorde a la
estacion del afo (Tabla A36, Fig. 29). Los machos presentan mayores cargas de
nematodos gastrointestinales que las hembras; en tanto que los niveles mds bajos se
presentan en otoflo e invierno, para aumentar durante la primavera y alcanzar el pico

maximo en verano (Tabla A36, Fig. 29).
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Carga de nematodos en roedores de vida libre
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Figura 29. Simulacion de la carga de nematodos en roedores de vida libre, segiin las
asociaciones determinadas a partir de la inferencia de modelos miiltiples (simulado para
ejemplares de A. azarae, en verano en el 1° grdfico y con buena condicion corporal en el
2°).

e Cestodos

En la Figura 30 se presentan las frecuencias de roedores silvestres parasitados por
cestodos gastrointestinales, en consideracion de la intensidad parasitaria y especie de

roedor.

Carga de cestodos en roedores de vida libre
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Figura 30. Frecuencia de roedores de vida libre parasitados por cestodos

gastrointestinales, segiin carga y especie.

La intensidad del parasitismo por cestodos gastrointestinales en roedores de vida libre
fue mejor explicada por un modelo que incluyo la especie de roedor y la estacion del afio
(wi = 0,56) (Tabla A35). El modelo seleccionado demostré que los ejemplares de A.
azarae presentan mayor cantidad de cestodos gastrointestinales que C. callosus (Fig. 30

y 31), en tanto que las cargas aumentan en primavera y alcanzan su pico durante el verano
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(Tabla A37, Fig. 31). Cabe destacar que las intensidades parasitarias durante otofio son

mayores que aquellas presentadas durante la primavera (Tabla A37, Fig. 31).
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Figura 31. Simulacion de la carga de cestodos gastrointestinales en roedores de vida
libre, segiin las asociaciones determinadas a partir de la inferencia de modelos miiltiples
(simulado en Esperanza durante el 1° aiio de muestreo).
e Garrapatas

En la Figura 32 se presentan las frecuencias de roedores silvestres parasitados por

garrapatas, en consideracion de la intensidad parasitaria y especie de roedor.

Carga de garrapatas en roedores de vida libre
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Figura 32. Frecuencia de roedores de vida libre parasitados por garrapatas, segun

carga y especie.

En el andlisis de los factores asociados con la carga de garrapatas en roedores de vida
libre se seleccionaron 7 modelos, de los cuales el primero de ellos (w; = 0,21) incluyé
variables individuales (especie y sexo) y ambientales (estacién y afio) (Tabla A35). De

estas variables, el sexo resulté no ser significativo (Tabla A38). Los ejemplares de C.
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callosus presentaron mayor nimero de garrapatas que los de A. azarae (Fig. 32 y 33),
mientras que el parasitismo se incrementd de manera sostenida de invierno a otofio,

siendo mads intenso durante el 2° afio de muestreo (Tabla A38, Fig. 33).

Carga de garrapatas en roedores de vida libre
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Figura 33. Simulacion de la carga de garrapatas en roedores de vida libre, segiin las
asociaciones determinadas a partir de la inferencia de modelos miiltiples (simulado en
Esperanza durante el 1° aiio de muestreo).
e Acaros

En la Figura 34 se presentan las frecuencias de roedores silvestres parasitados por

acaros, en consideracion de la intensidad parasitaria y especie de roedor.
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Figura 34. Frecuencia de roedores de vida libre parasitados por dcaros, segiin carga y

especie.

A partir del modelo global se seleccionaron 10 modelos para explicar la carga de
acaros en roedores de vida libre (Tabla A35). El 1° de ellos present una plausibilidad de
0,17 e incluy¢ la especie y el sexo como variables independientes, que a posteriori fueron

las unicas variables significativas (Tablas A35 y A39). Los ejemplares de C. callosus
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presentaron mayor intensidad de parasitismo por dcaros que los de A. azarae (Fig. 34 y

35), mientras que en ambas especies los machos presentaron cargas mas altas (Tabla A39,

Fig. 35).

Figura 35.
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Simulacion de la carga de dcaros en roedores de vida libre, segiin las

asociaciones determinadas a partir de la inferencia de modelos miiltiples (simulacion

para ejemplares con una condicion corporal buena [5], ante una densidad especifica

media y suplementacion de alimento, durante el 1° afio de muestreo).

e Pulgas

En la Figura 36 se presentan las frecuencias de roedores silvestres parasitados por

pulgas, en consideracion de la intensidad parasitaria y especie de roedor.

Numero de individuos

Figura 36.

especie.
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Frecuencia de roedores de vida libre parasitados por pulgas, segiin carga y

El andlisis de la carga de pulgas en roedores de vida libre se efectud a partir de una

seleccion de 7 modelos, de los cuales el mejor incluyé como variables independientes a
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la especie, el sexo, la condicién corporal y la densidad especifica (w; = 0,23) (Tabla A35).
Por medio de la inferencia de modelos mdltiples, se demostré que los machos presentaron
mayor nimero de pulgas que las hembras, siendo esta diferencia marcadamente superior
en C. callosus (Tabla A40, Fig. 37). Los ejemplares de C. callosus tuvieron mas pulgas
que los de A. azarae (Fig. 36 y 37), en tanto que en ambas especies el parasitismo se
increment6 conforme increment6 la densidad especifica (Tabla A40, Fig. 37).
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Figura 37. Simulacion de la carga de pulgas en roedores de vida libre, segiin las
asociaciones determinadas a partir de la inferencia de modelos miiltiples (simulado para
ejemplares con una condicion corporal buena [5] y suplementacion de alimento, durante

el 1° aiio de muestreo en Esperanza).
e Piojos
En la Figura 38 se presentan las frecuencias de roedores silvestres parasitados por

piojos, en consideracion de la intensidad parasitaria y especie de roedor.

El modelo que mejor explica la intensidad del parasitismo por piojos en roedores de
vida libre incluy® tres variables individuales y la influencia estacional a lo largo del afio
(w; =0,37), aunque la tnica variable de significancia resulté ser la especie (Tablas A35 y
A41). Mientras que en general pocos ejemplares de A. azarae presentaron cargas de
piojos, los ejemplares de C. callosus con piojos fueron mas numerosos y con cargas

mayores (Fig. 38).
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Carga de piojos en roedores de vida libre
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Figura 38. Frecuencia de roedores de vida libre parasitados por piojos, segiin carga y

especie.

Asociacion de la razon N:L con la intensidad v tipo de pardsitos presentes en roedores

de vida libre

Los andlisis estadisticos de la asociacion entre la razén N:L y la intensidad de cada
tipo parasitario se presentan en el Anexo II, en las Tablas A42-A45. A los fines de
simplicidad, s6lo se presentan las inferencias de los modelos en que la razén N:L fue
significativa, es decir, que estuvo asociada con la intensidad del tipo parasitario en

cuestion.

La asociacion de los cambios hematoldgicos por estrés (reflejado por los niveles de
la razén N:L) con las cargas parasitarias fue dispar para cada tipo de pardsito, cual
demostrado a través de la inferencia de modelos multiples (Tabla A42). La inferencia
realizada a partir de los diversos modelos demostré que este indicador de estrés estuvo
asociado con la intensidad parasitaria de nematodos, garrapatas y pulgas (Tablas A43-
A45). En los modelos de acaros y piojos, la razon N:L fue una de las variables incluida
en cada uno de los mejores modelos (w; = 0,65 y w; = 0,37, respectivamente), aunque no
resulté significativa en ninguno de ellos; mientras que en el caso de los cestodos, ni

siquiera integré el modelo con mayor respaldo (w; = 0,54) (Tabla A42).

La asociacion de la razén N:L con el nimero de nematodos gastrointestinales en
roedores de vida libre fue mejor explicada por un modelo que incluyd, ademads de la razén
N:L, el sexo y la condicién corporal de los ejemplares (w; = 0,72) (Tabla A42). En la
Figura 39 se observa la asociacion positiva del estrés con el nimero de nematodos
gastrointestinales (la diferencia entre sexos ya fue detectada en el andlisis previo de

factores individuales) (Fig. 39 y Tabla A43).
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Figura 39. Simulacion de la asociacion del estrés con la carga de nematodos
gastrointestinales en roedores de vida libre, segiin las asociaciones determinadas a partir
de la inferencia de modelos miiltiples (simulacion para individuos con una condicion

corporal buena [5], en verano).

En cuanto a las garrapatas, su niimero también se encontré asociado a los niveles de
la raz6n N:L. Ademds de la razén N:L, el mejor modelo incluyd las variables que
previamente fueron determinadas como influyentes (sexo, estacionalidad, afio) (w; =0,70)
(Tabla A42). Estas mismas variables fueron significativas, con un efecto similar al
descripto anteriormente (Tabla A44, Fig. 33 y 40). Se destaca que, en ambas especies, los
animales con mayores niveles de la razén N:L presentaron un mayor nimero de

garrapatas (Tabla A44, Fig. 40).

Carga de garrapatas en roedores de vida libre
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Figura 40. Simulacion de la asociacion del estrés con la carga de garrapatas en roedores
de vida libre, segiin las asociaciones determinadas a partir de la inferencia de modelos

muiltiples (simulado ante una densidad especifica media).
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En el caso de la asociacion entre razén N:L y el nimero de pulgas, un inico modelo
fue seleccionado. Ademads de la razén N:L, este modelo incluyé variables individuales
(especie, sexo y condiciéon corporal) y la densidad especifica, siendo todas ellas
significativas (Tablas A42 y A45). La especie, el sexo y la densidad especifica
presentaron un efecto similar al descripto previamente (Fig. 37, Tablas A40 y A45);
mientras que la condicién corporal se asocia negativamente con el nimero de pulgas:
(Fig. 41, Tabla A45). En este contexto, el incremento de la razén N:L se refleja en un

aumento del nimero de pulgas en el hospedador (Fig. 41, Tabla A45).
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Figura 41. Simulacion de la asociacion del estrés con la carga de pulgas en roedores de
vida libre, segiin las asociaciones determinadas a partir de la inferencia de modelos

muiltiples (simulacion para machos de C. callosus, ante una densidad especifica media).

Asociacion de la funcion inmune con la intensidad v tipo de pardsitos presentes en

roedores de vida libre

Los andlisis estadisticos de la asociacion de la funcidn con la intensidad de cada tipo
parasitario se presentan en el Anexo II, en las Tablas A46-A56. De manera similar a lo
expresado en el punto anterior, con el propdsito de ser sucinto, s6lo se presentan las
inferencias de los modelos en que la funcién inmune fue significativa, es decir, que estuvo

asociada con la intensidad del tipo parasitario en cuestion.

El andlisis de la asociacion entre la funcién inmune y el nimero de pardsitos
presentes en roedores de vida libre evidenci6 pocas asociaciones, aunque los cestodos son
el Unico tipo parasitario en que no se encontrd ninguna relacién con la inmunidad. Se
encontrd que el nimero de neutréfilos se asocia positivamente a la carga de nematodos,

garrapatas, acaros y pulgas (Tablas A47, A49, A52 y A54, respectivamente); mientras
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que el conteo de linfocitos se asocia negativamente con el niimero de piojos (Tabla A56).
En el caso de los nematodos, el tinico modelo seleccionado incluyé también el sexo y la
condicion corporal (Tablas A46 y A47), variables ya identificadas previamente como de
influencia. De manera similar, el modelo que mejor describe el nimero de garrapatas (w;
= 0,66) incluye el conteo de neutréfilos y los mismos factores encontrados en los andlisis
anteriores (especie, estacionalidad y afio de muestreo) (Tabla A49 y A50). En cambio, los
modelos que mejor describen las intensidades de &4caros y pulgas, incluyen a los
neutrdfilos y las variables identificadas previamente, pero también a la condicién corporal
(Tabla A51-A54), que no habia sido significativa en modelos anteriores (Tablas A35,
A39 y A40). Aln maés, la condicién corporal presenta un efecto opuesto en ambos
modelos: se asocia positivamente con el nimero de dcaros y de manera negativa con el

numero de pulgas (Tablas A52 y A54).

En cuanto al nimero de piojos, el unico modelo seleccionado incluy6 especie y
linfocitos (Tabla AS5). Al igual que en modelos anteriores, los ejemplares de C. callosus
presentan mayor carga de piojos; en tanto que se detect6 una asociacion negativa entre el
numero de linfocitos y el nimero de piojos presentes en el hospedador (Tabla A56).
Discusion

El gran nimero de andlisis realizados, en distintos niveles, ha generado numerosos
resultados, por lo que se procurd discutir los mas relevantes. Los resultados aqui
obtenidos constituyen evidencia de que la relacion entre la funcién inmune y la infeccion
por parésitos es compleja y varia segun el tipo de pardsito que se considere. Esta
complejidad reside mayormente en la multitud de factores e interacciones que pueden
asociarse tanto a la funcién inmune como a cada tipo de poblacién parasitaria. Debe
senalarse que, en contra de lo esperado, la manipulacion experimental no resulté en un
cambio en la condicion corporal de los animales de parcelas con suplementacion de
alimento, por lo que los andlisis se realizaron como si se tratara de un muestreo de 4

parcelas (en 2 sitios) a lo largo de 2 afios.

La evaluacion de la razéon N:L como indicador indirecto de los niveles de estrés con
cierto consenso en estudios de mamiferos de vida libre (Davis y col., 2008; Gilot-Fromont
y col., 2012; Springer y col., 2015; Warburton y col., 2016; Young y col., 2015a). Sin
embargo, debe considerarse que no representa mas que el efecto del estrés sobre las
dindmicas leucocitarias, por lo que debe de interpretarse con precaucién ya que sus
niveles son susceptibles de ser afectados por el estado de infeccion (Davis y col., 2008) o
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podrian presentar alguna discrepancia con aquellos de las hormonas de estrés (Johnstone
y col., 2012; Miiller y col., 2011). De acuerdo a lo planteado por Vera y col. (2008), los
niveles de la razoén N:L aqui presentados (Tabla 5) podrian ser interpretados como reflejo
del impacto del estrés agudo (entre 2,5 y 3). Sin embargo, se encontré que estos niveles
de estrés estarian asociados a la densidad de ejemplares de la misma especie y la
condicién corporal, factores que usualmente se presentan de manera sostenida en el
tiempo, lo que sugiere una cronicidad en su accion. En todo caso, debe considerarse que
los valores de referencia propuestos se obtuvieron en el marco de estudios con una especie
de roedor subterrdaneo, Ctenomys talarum, en condiciones controladas (Veray col., 2008),
lo que difiere marcadamente del contexto y de las especies aqui analizadas. Si los niveles
de estrés detectados constituyeran sefial del estrés agudo consecuencia de las capturas, se
considera que la asociacion con la densidad y condicion corporal no debiera haber sido
evidenciada. De todas maneras, la veracidad de estas interpretaciones debe ser analizada
y verificada en estudios posteriores mediante la comparacién con los niveles de las
hormonas de estrés, ya que no serian intercambiables entre si y presentarian distinta

sensibilidad (Miiller y col., 2011).

La variacion de los niveles de estrés a causa de la densidad poblacional de especies
de roedores, puede responder a los cambios que ocurren en la conformacion de territorios
ante incrementos de la misma (Avila y col., 2016). En este escenario, se incrementan las
confrontaciones entre machos (Bonatto y col., 2013), al tiempo que tanto machos como
hembras reducen sus territorios (Avila y col., 2016). De hecho, Young y col. (2015a) han
reportado que la razén N:L se incrementd en parcelas con alta densidad de roedores del
género Saccostomus. El incremento de densidad poblacional, en conjuncién con esta
reduccién de los territorios, pueden traer aparejada una disminucion en las fuentes de
alimento (Avila y col., 2016), lo que se vincularfa con la influencia de la condicién
corporal sobre los niveles de estrés. Siendo que la escasez de alimento es uno de los
estresores que mds afectan a los animales silvestres en la naturaleza (Kitaysky y col.,
2010; McEwen y Wingfield, 2010; Schultner y col., 2013; Wingfield y col., 2011), es
razonable suponer que los individuos con una condicién corporal empobrecida presenten
valores elevados de los indices de estrés. Adicionalmente, cabe destacar que el efecto
estresor de estos dos desafios ambientales ha sido verificado de manera experimental en

el Capitulo II de esta tesis.
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La asociacion de factores individuales y ambientales con la funcién inmune de
roedores sigmodontinos, fue menor de la esperada. Clasicamente, el sexo y la condicién
corporal son reconocidas como variables de influencia sobre las defensas (Beldomenico
y col., 2008b; Bordes y col., 2012), sin embargo esto no pudo ser verificado en la mayoria
de los indicadores evaluados. Asimismo, la asociacidn detectada con el aflo de muestreo
(y el sitio, en AcNs) puede ser atribuido a condiciones ambientales circunstanciales, no
contempladas en estos andlisis. El dltimo tercio del afio 2015 y el primero del 2016 se
caracteriz6 por una fuerte influencia del fendmeno de El Nifio, con temperaturas
superiores a las normales y cuantiosas precipitaciones. Este incremento en las
precipitaciones en toda la zona del noreste Argentino trajo aparejado el crecimiento de
los rios del area y el anegamiento de vastas zonas, incluyendo los sitios de muestreo. Estas
alteraciones climaticas poseen un impacto innegable sobre el ambiente y las poblaciones,
lo que bien podria justificar la diferencia detectada entre afios de muestreo en la mayoria
de los indicadores de funcién inmune (y de sitio en AcNs). Asimismo, para develar los
factores ambientales causales de esta diferencia anual se requiere de un andlisis mas
minucioso que el realizado. De todas maneras, no se descarta que esta fuerte influencia

del ambiente pueda haber enmascarado un impacto mas sutil de las variables individuales.

El incremento en el conteo de neutréfilos de aquellos individuos con una condicién
corporal empobrecida, o expuestos a una mayor densidad especifica, es contrario a
reportes previos. En un estudio longitudinal con ratones de campo del género Microtus,
Beldomenico y col. (2008b) reportaron que, ante incrementos en la densidad poblacional
o una condicién corporal deteriorada, los picos estacionales de neutréfilos fueron menores
que ante densidades bajas o buena condicién. Asimismo, también reportaron que una
condicién corporal empobrecida antecede a un incremento en el conteo de neutréfilos, en
vistas de un mayor riesgo de infeccion (Beldomenico y col., 2008a). Ante esto, debe
indagarse acerca de que la actual asociacion entre los neutréfilos y la condicidn corporal
o la densidad poblacional no sea consecuencia de las condiciones previas a las que se
expuso el individuo, que continuaban presentes al momento de la captura. Por otro lado,
no debe obviarse que estos resultados posiblemente sean reflejo de la respuesta de estrés

puesta en juego ante estos mismos desafios (cual evidenciado por la razén N:L).

En una primera instancia, el nimero de nematodos gastrointestinales presentes en los
roedores sigmodontinos parece estar explicado por la asociacién con el sexo, la condicion

corporal y la estacion del afio (Tabla A33). Sin embargo, es de notar que al incluir en el
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modelo la evaluacion de estrés, sélo el sexo continud siendo significativo (ademas de la
razon N:L) (Tabla A40). Esto dltimo sugiere que la asociacién de la condicién corporal y
de la estacion del afio con los nematodos podria estar mediada por accién del estrés, lo
que se refuerza en el hecho de que la condicién corporal es una de las variables que
explica la variacion en los niveles de la razén N:L (Tabla A22), y en el menor AICc del
modelo que incluye la razén N:L (AAICc = 6,88) (Tablas A32 y A39). Cual revisado por
Beldomenico y Begon (2015), el estrés cronico desencadena respuestas que alteran el
comportamiento y la condicién fisioldgica (incluyendo la funcién inmune) del
hospedador, lo cual predispone a un incremento del parasitismo, que a su vez puede
inducir mayor estrés. Los cambios de comportamiento asociados a la buisqueda de
alimento y a la disputa de territorios, ambos como consecuencia de una condicidén
corporal deteriorada y de un incremento en la densidad, redundan en una mayor
exposicion a pardsitos y consecuente riesgo de infeccion (Beldomenico y Begon, 2015).
A su vez, estos mismos comportamientos se ven exacerbados durante la etapa
reproductiva, que en estos roedores se presenta justamente entre primavera y verano. En
cuanto al hecho de que los machos presenten més cantidad de nematodos que las hembras,
representa un hallazgo habitual, atribuido a diferencias comportamentales (mayor
exposicion), hormonales (inmunosupresion por testosterona), € incluso inmunoldgicas
(hembras més resistentes) (Barron y col., 2015; Bordes y col., 2012; Ferrari y col., 2003;
Poulin, 1996). De todas maneras, esto debe ser verificado en estudios futuros, dado que
lo contrario ha sido reportado para especies de nematodos en particular (Grzybek y col.,

2014).

Por otro lado, al considerar la funcién inmune, es de notar que sélo el conteo de
neutréfilos se encontrd asociado al nimero de nematodos gastrointestinales (Tabla A44).
Sin embargo, los neutréfilos en general se encuentran asociados a respuestas
inflamatorias agudas (Weiss y Wardrop, 2010), y no a la respuesta contra helmintos
gastrointestinales. En este caso en particular, es probable que esta asociacion se deba a
los cambios leucocitarios producidos por la misma respuesta de estrés asociada al
incremento del parasitismo por nematodos. De hecho, al contrastar los mejores modelos
que explican el nimero de nematodos, el que incluye la razoén N:L presenta menor AICc
que aquel que incluye a los neutrofilos (AAICc = 3,76) (Tablas A39 y A43), lo que
respalda la suposicion de que la fuerza imperante en este caso es la respuesta de estrés, y

no la funcién inmune en respuesta al parasitismo. Esta asociaciéon complementaria lo
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expuesto en el parrafo anterior, acerca del rol de estrés cronico en ese “circulo vicioso”
que representa la relacién entre condicion fisioldgica del hospedador y estado de
infeccion (Beldomenico y Begon, 2015). Como eje central del concepto de circulo vicioso
se entiende que ambas partes son tanto causa como efecto: la infeccidn parasitaria ejerce
un impacto sobre el hospedador, lo que a su vez predispone a mayor infeccion parasitaria,
que nuevamente refuerza el impacto sobre el hospedador (ver en Beldomenico y Begon,

2010; Beldomenico y col., 2008a; Blanchet y col., 2009).

A la fecha, es poco lo que se sabe acerca de los cestodos de roedores sigmodontinos
en Argentina (Guerreiro Martins y col., 2014). Los escasos trabajos publicados describen
que los cestodos gastrointestinales (adultos) encontrados pertenecen al orden
Cyclophyllidea, familia Hymenolepididae (Guerreiro Martins y col., 2014; Navone y col.,
2009). Aqui se encontrd que su presencia en roedores de vida libre presenta variacion
estacional y difiere entre especies, presentando A. azarae cargas mayores que C. callosus.
Siendo que los cestodos Hymenolepididae dependen de diversos taxones de artrépodos
(Orthoptera, Dermaptera, Coleoptera) como hospedadores intermediarios, esta diferencia
entre especies de roedores estaria sustentada en la dieta de cada una: A. azarae es una
especie omnivora, con fuerte requerimiento de insectos (Bilenca y col., 1992); mientras
que las especies del género Calomys presentan una importante dependencia de hojas y
semillas (Bilenca y col., 1992; Castellarini y col., 2003). En cuanto a la estacionalidad,
puede atribuirse al consumo de artrépodos durante la etapa reproductiva, particularmente
en A. azarae. Al respecto, se ha reportado que esta especie incrementa drasticamente el
consumo de insectos para satisfacer las necesidades proteicas durante la reproduccién
(entre octubre y marzo, segin las condiciones imperantes) (Bilenca y col., 1992). Por
ultimo, la ausencia de asociacion con la funcién inmune puede deberse al efecto
inmunomodulador reconocido en cestodos Hymenolepididae como parte de su estrategia

de evasion (McKay, 2009).

Es de notar que la intensidad de ectopardsitos (garrapatas, dcaros, pulgas y piojos)
presentes en roedores de vida libre puede ser atribuida, entre otros factores, a la especie.
De manera consistente, los ejemplares de C. callosus fueron parasitados mas
frecuentemente y por un nimero mayor de cada uno de los tipos de ectoparasitos que lo
observado en A. azarae. De hecho, la especie de hospedador ha sido descripta como uno
de los factores asociados a la determinacion de los ensambles de ectopardsitos en roedores

sigmodontinos (Lareschi y Krasnov, 2010). Sponchiado y col. (2015) indican a C.
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callosus entre las especies que presentan mayor prevalencia e intensidad de parasitismo
por ectopardsitos; mientras que A. azarae no suele aparecer entre las especies mas
afectadas en distintos ensambles de hospedadores (Lareschi y col., 2003, 2007; Navone
y col., 2009). Por otro lado, se destaca que los ejemplares macho de A. azarae y C.
callosus presentaron un mayor nimero de dcaros y pulgas que las hembras, lo que también
ha sido evidenciado en otras especies de roedores, incluyendo sigmodontinos (Kowalski
y col., 2015; Lareschi, 2004, 2006). Por ultimo, se evidencié que la intensidad del
parasitismo por pulgas en A. azarae y C. callosus se asocia a la densidad de cada especie:
ante un incremento del nimero de ejemplares capturados por especie de roedor, el nimero
de pulgas por ejemplar aumentd. Este hallazgo no es de extrafiar, ya que se encuentra
demostrado que en la mayoria de los casos la intensidad (e incluso también la prevalencia)
del parasitismo por pulgas se encuentra asociada a la densidad de hospedadores (Krasnov
y col., 2002; Young y col., 2015b). Esto se deberia a un incremento en la tasa de contacto
entre individuos, lo que favorece la exposicién y contagio, con un incremento de la

intensidad y prevalencia del parasitismo (Krasnov y col., 2002; Young y col., 2015b).

En cuanto a las garrapatas, la intensidad del parasitismo presentaria cierta
estacionalidad. Sin embargo, esta aparente asociacion estacional debe ser verificado:
Colombo y col. (2014) demostraron que una supuesta estacionalidad en la presencia de
garrapatas resultaba de la omisién tanto de variables enmascaradoras como de la
interaccion con el afio de muestreo. La diferencia notoria encontrada entre los 2 afios de
muestreo permite suponer que la estacionalidad aqui reportada podria ser espuria y
causada por la omision de la interaccidon EstacionxAfio. Estos hallazgos no han podido
ser verificados atn, ya que el escaso ndmero de individuos capturados limita la cantidad
de variables e interacciones a evaluar, a riesgo de perder poder estadistico o tornar los
modelos en inviables. Sin embargo, no dejan de ser de interés, y ameritan ser explorados

en mayor profundidad y detalle.

La presencia de garrapatas, dcaros y pulgas se encontré asociada con el conteo de
neutrofilos. En estos 3 tipos de ectoparasitos se evidencid que un incremento en su
nimero estuvo acompaifiado por un aumento de los neutréfilos en sangre. De por si, esta
asociacion no seria de extrafiar, ya que la respuesta inflamatoria mediada por neutréfilos
forma parte de las defensas inmunes puestas en juego ante ectopardsitos (Glatz y col.,
2016; Owen y col., 2010). Sin embargo, lejos de indicar un incremento en la

inmunocompetencia (se esperaria una reduccion de la carga de parésitos), esta asociacion
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positiva entre el nimero de neutréfilos y la intensidad del parasitismo por ectopardsitos
seria el reflejo de una infeccién activa y de los niveles de estimulacion de la inmunidad
innata (Biard y col., 2015; Davis y col., 2008). Entre estos resultados, se destaca
particularmente la asociacién opuesta que se presenta entre condicion corporal y pulgas
o 4caros al incorporar el conteo de neutréfilos en los modelos (Tablas A49 y A51): un
individuo con condicién corporal deteriorada presenta mas pulgas y menos dcaros que un
ejemplar en buena condicidn corporal. Esta situacion sugerirfa que la presencia de pulgas
es perjudicial para el fitness del hospedador. Asimismo, cabe considerar que las familias
de dcaros usualmente reportadas en roedores sigmodontinos (Lareschi y col., 2003, 2007;
Navone y col., 2009) son hematéfagos facultativos y no producirian un perjuicio de
importancia (Rynkiewicz y col.,, 2013). Ante esto, se presume que los roedores
sigmodontinos serian poco tolerantes a la presencia de pulgas y favorecerian su
resistencia, mientras que se toleraria la presencia de dcaros. Considerando que un mismo
mecanismo de defensa puede ser participe de estrategias de resistencia o tolerancia
(Raberg, 2014), este efecto diferencial parece indicar que la inversiéon en inmunidad
innata, a través de los neutréfilos, mediaria estrategias distintas frente al parasitismo por
pulgas o 4caros. Adicionalmente, en esta tesis se demostré que ratas expuestas a altas
densidades invirtieron en inmunidad humoral adquirida, lo que sugeriria otro mecanismo

de resistencia ante el parasitismo denso-dependiente por pulgas.

La asociacion negativa entre el nimero de piojos y el conteo de linfocitos es algo
mas compleja de analizar. La disminucién de la cantidad de piojos ante la inversion en
componentes de la inmunidad adquirida parece sugerir un incremento de la
inmunocompetencia de los individuos infectados, en un intento de resistir la infeccion.
Aunque por otro lado, la disminucién en el conteo de linfocitos acompafiado de un
incremento en el nimero de piojos es compatible con un escenario de inmunosupresion,
en el cual el hospedador es incapaz de regular la poblacion parasitaria. Contrario a los
resultados aqui reportados, en especies domésticas (ej., cerdos y ovejas) se ha descripto
que la infeccion por piojos estaria asociada a incrementos en el nimero de linfocitos en
sangre, favoreciendo la inmunidad adquirida (Bany y col., 1995; Davis y Williams, 1986).
Considerando que las especies de piojos son especificas de cada hospedador, es razonable
suponer que la relacién hospedador-pardsito difiera en cada caso en particular, y por ende
las asociaciones que se presenten. Ante este escenario, se precisan de estudios

longitudinales que permitan vislumbrar la naturaleza de la relacién aqui descripta.
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A modo de cierre, y a pesar de la complejidad de la interaccién hospedador-parésito-
ambiente, fue posible develar algunos aspectos de interés a considerar en estudios futuros:
la relacion hospedador-parasito en roedores sigmodontinos se ve afectada por estresores
ambientales, como ser la densidad de individuos y la disponibilidad de recursos. A su vez,
la competencia o susceptibilidad de estos roedores como hospedadores varia
principalmente segiin la especie y el sexo, lo que plantea interrogantes acerca de las
estrategias puestas en juego para resistir o tolerar cada tipo de macropardsito. Andlisis
futuros que contemplen indicadores adicionales de inmunidad (ej., IgM e IgG totales,
actividad bactericida del plasma, respuesta a la fitohemaglutinina), la interaccién entre
distintas especies parasitarias, y entre los diversos factores de influencia (individuales y
ambientales), son necesarios y serdn de ayuda para confirmar y refinar las asociaciones
aqui descriptas, al tiempo que serdn de utilidad para abordar la pregunta acerca de las
estrategias defensivas puestas en juego por estos roedores antes diferentes infecciones

parasitarias.
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Conclusiones y Perspectivas

En consideracién de la importancia de los roedores como hospedadores de
enfermedades zoondticas, el propdsito de esta tesis fue evaluar el rol modulador del estrés
crénico sobre la funcién inmune, y el impacto que esto conlleva sobre poblaciones
parasitarias. Aun mads, se analizé si esta modulacion difiere entre los mecanismos innato
y adquirido de la inmunidad ante diferentes escenarios de estrés. Para ello, se plantearon
tres hipétesis de trabajo: 1) los factores estresantes poseen un efecto diferencial sobre los
diferentes compartimentos del sistema inmune del roedor; ii) el incremento de un
compartimento especifico del sistema inmune redunda en una reduccién de otro, y la
magnitud de este trade-off depende de la exposicion al estrés; y iii) la inversion diferencial
en los distintos compartimentos del sistema inmune, influenciada por niveles de estrés,
se encuentra asociada al tipo e intensidad de agente parasitario presente. Para la
evaluacion de estas hipoétesis, se propusieron dos ensayos, uno de laboratorio y otro de
campo (Capitulo II y Capitulo VI), los que permitieron abordar el tema con diferentes

niveles de control y realismo.

En el ensayo de laboratorio, se propuso un modelo de exposicion prolongada a
restriccion alimentaria y conflicto social (Capitulo II). Este modelo de estrés crénico
permiti6 evaluar en ratas el impacto sobre la funcién inmune de dos desafios ambientales
frecuentes en la naturaleza. El modelo propuesto cumplié con las expectativas y se
evidencio la puesta en marcha de una respuesta de estrés, de diferente magnitud, ante
ambos desafios ambientales (Tabla 8, Capitulo II). De todas maneras, se considera que
hay aspectos del modelo que deben ser revisados y considerados en ensayos futuros, como
ser la especie y el nimero de animales a evaluar en cada grupo, la evaluacion del
comportamiento en los grupos de conflicto social, la adicion de indicadores
complementarios de estrés (ej., medicion de globulinas fijadoras de corticosteroides),
entre otros. La consideracion de estos puntos complementara los resultados ya obtenidos

y brindard herramientas que ayuden en su interpretacion.
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Tabla 8. Tabla resumen del experimento de estrés cronico en ratas de laboratorio. Las

flechas o ‘=" sefialan la comparacion entre grupos experimentales.

Variables Grupos experimentales
C* RA CS RA+CS
Estrés CORT' 1+ = 0
Zona fasciculata * T = )
Zona glomerulosa * T J =
Consumo relativo * y I A
Razén N:L = = =
Crecimiento y W A
Esfuerzo somdtico Tasa méxima de crecimiento
Peso corporal final J = 2
Sist. reproductivo * 0 = 0
Sist. inmune 3 T 0 )
Sist. digestivo ° J = 2
Inmunidad celular Dindmicas leucocitarias ’ = = =
Linfocitos post-ASB 8 2 J J 2
Neutréfilos post-ASB ® 0 T T )
Monocitos post-ASB 8 ) 0 0 )
Eosinéfilos post-ASB 8 N )
Inmunidad humoral ~ AcNs’® = = )
AcNs post-ASB 8 = = = =
IgM anti-ASB '° 1 t
IgG anti-ASB ' T+ 1 T
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Grupos experimentales: C = control; RA = restriccién alimentaria; CS = conflicto social; RA + CS =

restriccion alimentaria y conflicto social.

“ En los grupos Control sélo se pueden efectuar comparaciones en los andlisis antes y después de los

desafios inmunoldégicos con albimina sérica bovina (ASB).

! Niveles de corticosterona plasmatica.

2 Peso relativo de porciones histolégicas de la corteza adrenal.

3 Consumo de alimento por kg-rata

4 Representado por el peso relativo de testiculos y epididimos.

3 Representado por el peso relativo del bazo (equivalente al indice bazosomadtico) y de pulmones.
6 Representado por el peso relativo del higado.

7 Comprende las dindmicas semanales de cada tipo leucocitario: linfocitos, neutréfilos, monocitos y

eosindfilos.
8 Andlisis antes y después del desafio inmunolégico con ASB.
° Dindmicas semanales de anticuerpos naturales (AcNs), medidos por ELISA.

10 Dindmicas semanales de anticuerpos especificos anti-ASB, medidos por ELISA.

Ante la exposicion prolongada a dos desafios diferentes, comunes en ambientes
naturales, las ratas pusieron en juego estrategias disimiles para hacerles frente. Los
individuos que se enfrentaron al conflicto social, originado de grupos sociales inestables
y condiciones de alta densidad, se prepararon para afrontar una eventual exposicion a
infecciones. La inestabilidad social y los cambios en la densidad poblacional suelen
acompanarse de un aumento en el nimero de contactos entre individuos, con un
consecuente incremento de la exposicion a pardsitos y el contagio de los mismos (por
caso, pulgas, [Capitulo VI]). Ante ello, las ratas favorecieron un aparente estado pro-
inflamatorio en pulmones (Tabla 8, Capitulo III) y la inversion de recursos en inmunidad

humoral adquirida (Tabla 8, Capitulo V).

Por otro lado, los animales enfrentados a una limitada disponibilidad de alimento
debieron reducir su desarrollo somético y la masa de 6rganos metabdlicamente costosos
(Tabla 8, Capitulo III). Sorpresivamente, porque no era lo esperado, estos individuos
priorizaron el desarrollo de tejido reproductivo (Tabla 8, Capitulo III) y estimularon la
inmunidad celular y humoral ante la exposicién a un antigeno (Tabla 8, Capitulo IV y V).
El menor tamafio corporal y la escasez de recursos suponen una importante desventaja

competitiva, lo que compromete el éxito reproductivo e incluso la sobrevida de estos
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individuos. Ante este escenario desfavorable, se infiere que las ratas pusieron en juego
una estrategia del tipo “inversion terminal”, en la cual buscan garantizar el éxito
inmediato (reproduccién) a expensas de la incertidumbre de una supervivencia y
reproduccién futura. Sin embargo, en un contexto en que la bisqueda imperiosa de
alimento expone al individuo a un mayor peligro, ;qué sentido tiene arriesgar el “todo
por el todo” si una infeccion conduce al fracaso de la estrategia? Ante esto, el refuerzo de
la funcién inmune sugeriria un intento por proteger esta inversion terminal en

reproduccion.

Ademds, se puso en evidencia que, ante escenarios de mayor complejidad, los
roedores son capaces de favorecer tanto la inmunidad innata como la adquirida de manera
simultdnea. Lejos de evidenciarse un trade-off entre mecanismos de inmunidad, los
individuos expuestos a la combinacion de desafios ambientales priorizaron una mayor
produccion tanto de anticuerpos naturales como de anticuerpos especificos (Tabla 8,
Capitulo V). Esto sugiere que ante estresores que usualmente se asocian con un
incremento en el riesgo de infeccidn, se favoreceria una priorizacién adaptativa de las
defensas inmunes por sobre otro procesos, como por ejemplo fue observado en el

crecimiento de estos mismos animales (Tabla 8, Capitulo III).

El ensayo con roedores de vida libre permiti6 efectuar una primera aproximacion a
la compleja interrelacion entre hospedador-pardsito-ambiente. No se tiene conocimiento
de trabajos previos que hayan procurado evaluar las asociaciones entre estado de
infeccion parasitaria, estrés y funcion inmune en roedores sigmodontinos. Esto es de
particular importancia para ayudar a la comprension de la transmision de diversas
zoonosis, como ser Leptospirosis, Hantavirus y Fiebre Hemorrdgica. Los andlisis aqui
realizados develaron que la densidad de individuos y la disponibilidad de recursos
poseerian un impacto relevante sobre la fisiologia de estos roedores. Estos desafios
ambientales parecen constituir estimulos estresores para estos roedores, lo que resulta en
un mayor nivel de parasitismo por nematodos, al tiempo que se asocian de manera directa
con la transmision de potenciales pardsitos vectores (ej., pulgas). Por otro lado, se
evidencié que las estrategias de defensa puestas en marcha difieren segiin el tipo de
parésito, pero también de acuerdo a la especie y el sexo. Como consecuencia, esto resulta
en una complejidad todavia mayor, que debe procurarse incluir futuro. Para mejorar
nuestra comprension de esta interrelacion, en estudios préximos se debe incorporar un

indicador de estrés mds robusto (ej., GCs fecales), diferenciar e identificar las especies de
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parasitos mds influyentes dentro de cada tipo, y quizds incluir algin otro indicador de
funciéon inmune (ej., inmunoglobulinas totales y/o capacidad bactericida del plasma).
Asimismo, es necesario refinar los andlisis estadisticos, planteando preguntas concretas

y definidas, que puedan ser abordadas con el reducido nimero con que se cuenta.

La evaluacién de ensayos con un grado muy distinto de control y realismo permite
presentar una mirada integral del problema. Con el ensayo de laboratorio se pudo verificar
que los estresores poseen un impacto diferencial sobre los distintos compartimentos del
sistema inmune (Hipétesis I), aunque esto no necesariamente resulta en un trade-off entre
los mismos (Hipétesis II). Los resultados obtenidos evidenciaron estrategias de potencial
relevancia en la transmision de agentes infecciosos y/o en las dindmicas poblaciones de
roedores silvestres. El ensayo de campo sélo permitié validar parcialmente la asociacion
entre estrés-inmunidad-infecciéon (Hipétesis III), por lo que se requiere de nuevos
experimentos y disefios que permitan abordar esta hipdtesis en su totalidad. No obstante,
se comenzO a desentrafiar la complejidad de la relaciéon entre hospedador-parasito-
ambiente de especies de roedores de relevancia para la salud publica. En ensayos futuros
se procurard evaluar la eficacia de las estrategias puestas en juego ante el estrés por
roedores en condiciones controladas, mientras que en lo que concierne a roedores de vida
libre se afrontardn en mayor profundidad nuevos interrogantes acerca de su relaciéon con

el ambiente y los pardsitos.
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ANEXO I

Glosario

Ad libitum: a gusto, a voluntad (segtn la Real Academia Espafiola).

Afinidad: la fortaleza de la unién entre una molécula y otra en un sitio determinado, por
ejemplo, entre un determinante antigénico (epitopo) y el punto de unién de un

anticuerpo (paratopo) (Murphy, 2012).

Alostasis: proceso de lograr la estabilidad a través del cambio, anticipdndose a los

requerimientos fisiolégicos (Koolhaas y col., 2011).

Avidez: la suma total de la fuerza de union entre dos moléculas o células en multiples
sitios. Diferente de afinidad, que es la fuerza de unién en un unico sitio (Murphy,

2012).

Conespecifico: -biologia- cuando dos 0 mds individuos, poblaciones o taxones pertenecen

a la misma especie.

Esfuerzo somdtico: la energia que un organismo destina para el crecimiento Yy

mantenimiento de lo relacionado al cuerpo (Barrows, 2011).

Especificidad: capacidad del anticuerpo para distinguir un antigeno en particular de otros
antigenos. La unién dada por la especificidad es muy precisa y permite distinguir entre

grupos quimicos con diferencias minimas a pesar de su similitud (Murphy, 2012).

Fagocitos: células capaces de engullir y degradar particulas extrafias, microorganismos,

y células que estdn muertas, moribundas o infectadas (DeCS, 2016).
Fitness: -biologia- aptitud, adecuacion o eficacia bioldgica fisica, rendimiento

Hipermutacién somatica de inmunoglobulina: proceso de mutacion programada por el
cual se introducen cambios a la secuencia de nucledtidos del ADN de genes de

inmunoglobulina durante el desarrollo (Descriptores en Ciencias de la Salud).

Homeostasis: habilidad de un organismo para mantener el medio interno dentro de limites
compatibles con la vida (McEwen y Wingtfield, 2003; McEwen, 2007). Aplica
fundamentalmente para procesos como pH, temperatura corporal, balance de fluidos,
niveles de glucosa y tension de oxigeno; los cuales son esenciales para la vida y por
tanto son regulados constantemente dentro de un rango 6ptimo (McEwen y Wingfield,

2003; McEwen, 2007).
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Leucocitosis / leucopenia: incremento/disminuciéon en el nimero de leucocitos en un

fluido corporal (DeCS, 2016).

Pardsito o Patégeno: en ecologia de enfermedades, un organismo (virus, bacteria,
protozoo, helminto, etc.) que parasita a un hospedador. Aqui, “pardsito” y “patégeno”
se utilizan indistintamente (Beldomenico y Begon, 2010). Adicionalmente, son
clasificados como microparasitos (aquellos de reproduccién ripida, dentro del
hospedador, incluyendo virus, bacterias, hongos y protozoos) y macropardsitos
(aquellos en que la reproducciéon depende de la transmision de estadios de vida libre,

como helmintos y artrépodos) (Tompkins y col., 2011).
PMN: leucocitos polimorfonucleares (neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos).

Trade-off: entendido como intercambios entre compartimentos/sistemas que suponen un

compromiso en la disponibilidad de recursos
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ANEXO II

Analisis estadistico

Todos los anélisis se realizaron con el paquete estadistico de libre acceso “R”, versién
3.0.2 (R Development Core Team 2013). En lineas generales, salvo que se indique lo
contrario, los andlisis se realizaron aplicando modelos lineales mixtos. De esta manera
fue posible tener en cuenta y corregir la ausencia de independencia presentada por tratarse
de animales alojados en una misma jaula, o de medidas repetidas correspondientes al
mismo animal. Los modelos se ejecutaron mediante el uso de los paquetes lme4 y

ImerTest.

Las variables respuesta consideradas en cada caso fueron las variables de interés
analizadas e informadas en cada uno de los capitulos. Tratdndose en su mayoria de
modelos lineales mixtos, se verific6 que los residuos de cada modelo cumplieran con los
supuestos de normalidad y homocedasticidad. Cuando esto no fue asi, se aplicé la
transformacion que fuese necesaria, determindndose mediante la funcion boxcox del
paquete MASS (en cuyo caso, se informa en el capitulo correspondiente). En aquellos
casos en que la transformacion no fuese posible o conveniente, se aplicaron modelos

mixtos generalizados.

Se ejecutaron tres tipos diferentes de andlisis: de punto final, longitudinales, y
“pre/post” inmunizacién. Todos ellos incluyeron como variables independientes a los
tratamientos aplicados y su interaccion (RAXCS), pero difirieron en la inclusion de otros

efectos fijos y factores al azar.

Variables independientes  Factores al azar

Andlisis de Punto Final

RAXCS Jaula

Andlisis Longitudinales

RAXCSxSem + RAXCSxSem? Jaula / Individuo
Andlisis Pre/Post

RAxCSxpre.postxdesafio Jaula / Individuo
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En los andlisis de punto final no se incluy6 ninguna otra variable independiente, pero
se incorpor6 “Jaula” como factor al azar, para considerar un potencial efecto
enmascarador dado por la pertenencia a una misma jaula. En el caso de las variables
longitudinales, para incorporar en el modelo el paso de las semanas se incluy6 el término
“Sem” (lineal y cuadratico), en triple interaccion con los tratamientos (RAxCSxSemana
y RAxCSxSemana?); incluyéndose ademds el término anidado “Jaula / Individuo” de
manera de considerar la dependencia de los datos del mismo individuo y de la misma
jaula. Finalmente, los andlisis pre/post inmunizacién consideran como respuesta a la
variable de interés, aunque expresada como la diferencia entre semanas (semana actual -
semana previa), € incluyen como efecto la interaccion de los tratamientos con dos
variables “dummy”: “pre.post” (0/1) para indicar el antes y después de cada inmunizacion,
y “desafio” (1/2/3) para indicar el nimero de inmunizacion correspondiente, quedando la

interaccion cuadruple conformada como “RAxCSxpre.postxdesafio”. En este dltimo

analisis también se considero el término anidado “Jaula / Individuo”.

La seleccion de los modelos mds adecuados en cada caso se realizé aplicando el
criterio de seleccion de Akaike de segundo orden (AICc), que es de utilidad ante muestras
de nimero reducido (Arnold, 2010; Burnham y col., 2011; Johnson y Omland, 2004). La
inclusion de una interaccion debia reducir el valor de AICc en dos unidades o mas (AAICc
< 2), caso contrario la misma se considerd no influyente y fue retirada del modelo. Los
efectos principales se mantuvieron, independientemente de su contribucién. El proceso
de seleccion se realizé mediante el uso simultdneo de las funciones dropl y AICc de los

paquetes Imer y MUMIn respectivamente.
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Tablas de los modelos estadisticos aplicados
CAPITULO II

Tabla Al. Modelo lineal mixto describiendo la influencia de la restriccion alimentaria

(RA) y el conflicto social (CS) sobre los niveles de corticosterona plasmdtica total

(CORT)

Variable Coeficiente Error estandar Valorde 7T ValordeP AAICc

CORT: lmer(CORT~CS+RAxSem+RAxSem’+(1 |Jaula/Individuo))

Intercepto 56,15 28,02 2,00 0,056
CS 4,51 21,25 0,21 0,840 -2,3
RA 15,01 34,90 0,43 0,670
Sem -1,28 8,31 -0,15 0,878
Sem? 1,35 0,61 2,21 0,029
RAxSem 52,69 11,89 4,43 < 0,001 16,5
RAxSem? -3,50 0,89 -3,92 < 0,001 12,9

Tabla A2. Modelos lineales mixtos describiendo la influencia de la restriccion
alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre pardmetros de la histo-arquitectura de

la glandula adrenal.

Variable Coeficiente Error estandar Valorde T ValordeP AAICc

Masa absoluta de la corteza adrenal: Imer(cort.adren.abs~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 0,58 0,06 8,96 < 0,001
CS 0,01 0,06 0,14 0,889 -3,1
RA -0,02 0,07 -0,26 0,795 -3,2

Masa relativa de la corteza adrenal: Imer(cort.adren.rel~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 8,38e-05 7,03e-06 11,92 < 0,001
CS 7,69e-07 7,98e-06 0,10 0,924 3.4
RA 2,30e-05 7,88e-06 2,92 0,009 4.5
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Masa absoluta de la zona fascicular: Imer(fasc.abs~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 0,38 0,05 7.43 < 0,001
CS -0,02 0,05 -0,29 0,783 -3,1
RA 0,02 0,05 0,40 0,705 -3

Masa relativa de la zona fascicular: Imer(fasc.rel~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 5,32e-05 6,23e-06 8,54 < 0,001
CS 9,18e-07 7,02e-06 0,13 0,897 3,4
RA 1,76e-05 6,86e-06 2,56 0,019 3,2

Masa absoluta de la zona glomerulosa: Imer(glom.abs~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 0,09 0,01 9,51 < 0,001
CS -0,03 0,01 -2,50 0,021 04
RA 0,01 0,01 1,18 0,252 2.4

Masa relativa de la zona glomerulosa: Imer(glom.rel~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 1,48e-05 2,14e-06 6,91 < 0,001
CS -4,51e-06 2,37e-06 -1,90 0,073 2,9
RA 5,38e-06 2,23e-06 2,41 0,027 -1,7

Masa absoluta de la zona reticularis: Imer(ret.abs~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 0,11 0,04 3,08 0,006
CS 0,02 0,04 0,62 0,543 -2,8
RA -0,02 0,04 -0,64 0,526 -2,8

Masa relativa de la zona reticularis: Imer(ret.rel~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 1,52e-05 2,87e-06 5,31 < 0,001
CS 4,84e-06 3,17e-06 1,53 0,271 -0,9
RA 5,39e-07 2,99e-06 0,18 0,874 -3,5
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Tabla A3. Modelos lineales mixtos describiendo la influencia de la restriccion

alimentaria (RA) y el conflicto social (CS) sobre pardmetros de consumo de alimento.

Variable Coeficiente Error estaindar Valorde 7T ValordeP AAICc

Consumo acumulado per cdpita: Im(cons.acum~CSXRA)

Intercepto  2104,90 9,25 227,46 < 0,001
CS -198,12 13,09 -15,14 <0,001
RA -791,95 13,09 -60,51 <0,001
CSxRA 207,21 18,51 11,20 <0,001 25,8

Consumo por kg-rata: Im(cons.kg-rata~CS+RA)

Intercepto 0,51 0,01 66,05 < 0,001
CS -0,04 0,01 -4,62 0,006 11,3
RA -0,05 0,01 -5,42 0,003 13,4
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Tabla A4. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)

y el conflicto social (CS) sobre pardmetros de crecimiento seleccionados (u, A).

Variable Coeficiente Error estindar Valorde7 ValordeP AAICc
Tasa mdxima de crecimiento p: Imer(u~CSxXRA+(1|Jaula))

Intercepto 38,61 1,70 22,67 < 0,001

CS -6,09 2,09 -2,92 0,008

RA -25,83 241 -10,72 < 0,001

CSxRA 6,98 2,95 2,36 0,028 2,3
Crecimiento mdximo A: Imer(A~CS+RA+(1|Jaula))

Intercepto 390,13 23,28 16,76 < 0,001

CS 11,50 24,83 0,46 0,648 -2,6
RA -38,56 23,67 -1,63 0,119 -2,5

Tabla A5. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)

y el conflicto social (CS) sobre medidas longitudinales de inversion somdtica y condicion

corporal.

Variable

Coeficiente

Error estandar

Valorde7T ValordeP AAICc

Peso Corporal: Imer(peso.corp~CSxRAxSem+CSxSem’ +RAxSem?+(1 |Jaula/Individuo)

Intercepto
CS
RA
Sem
Sem

CSxRA

150,88

-1,12
-15,94
38,75
-1,67

10,57

7,65
9,32
10,71
1,08
0,10

12,98

19,73
-0,12
-1,49
35,94
-16,37

0,81

<0,001
0,905
0,138
<0,001
< 0,001

0,424
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CSxSem
RAxSem
CSxSem?

RAxSem?

CSxRAxSem

4,14

24,48

0,26
1,28

1,65

1,16
1,13
0,11
0,10

0,60

-3,56
-21,60
2,39
12,53

2,73

<0,001

<0,001

<0,018 3,6

< 0,001 121,5
0,007 53

Ganancia de Peso Corporal: Imer(peso.corp~CS+Sem+RAxSem?*+(1 |Jaula/Individuo)

Intercepto
CS

RA

Sem

2

Sem

RAxSem?

39,73

-0,64

-15,67

-4,07
0,11

0,15

1,41
0,92
1,27
0,51
0,05

0,03

28,13
-0,69
-12,31
-7,95
2,15

5,58

< 0,001
0,491 -1,7
< 0,001
< 0,001 55,7
0,033
< 0,001 28

Indice de Masa Corporal: Imer( masa.corp®!~CS+Sem+RAxSem?*+(1 |Jaula/Individuo)

Intercepto
CS
RA
Sem
Sem?

RAxSem

RAxSem?

1,06e+00

-2,00e-04
-4,94e-04

1,40e-03
-6,43e-05
-1,29e-03

1,04e-04

4,86e-04
4,09e-04
5,69¢e-04
1,50e-04
1,44e-05
2,12e-04

2,04e-05

2176,89
-0,49
-0,87

9,34
4,45
-6,09

5,07

< 0,001
0,630 -1,9
0,388

< 0,001

< 0,001

< 0,001 32,9

< 0,001 22,7
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Tabla A6. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)
y el conflicto social (CS) sobre medidas finales de inversion somdtica y condicion

corporal (en Semjoy Sem;3).

Variable Coeficiente Error estandar Valorde 7T ValordeP AAICc

Peso Corporal (Semjo): Imer(peso.sem10~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 365,21 8,55 42,71 < 0,001
CS -4,56 9,07 -0,50 0,620 29
RA -119,17 8,55 -13,94 < 0,001 27

Peso Corporal (Sem;s): Imer(peso.fin~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 392,29 8,30 47,27 < 0,001
CS -3,19 8,80 -0,36 0,721 -3,1
RA -124,83 8,30 -15,04 < 0,001 29.4

Ganancia de Peso Corporal (Semjo): Imer(ganancia.sem10~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 221,25 7,43 29,77 < 0,001
CS -9,50 7,88 -1,20 0,242 -1,6
RA -117 7,43 -15,74 < 0,001 28,4

Ganancia de Peso Corporal (Sem;3): Imer(ganancia.fin~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 282,93 10,75 26,33 < 0,001
CS -5,62 11,63 -0,48 0,643 -2,9
RA -121,87 11,30 -10,79 < 0,001 22.8

Indice de Masa Corporal (Semo): Imer(masa.corp.sem10~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 1,90 0,01 179,33 < 0,001
CS -0,01 0,01 -0,53 0,6 -2,9
RA -0,06 0,01 -5,90 < 0,001 13,6
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Indice de Masa Corporal (Sem;s): Imer(masa.corp.fin~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 1,91 0,01 195,45 < 0,001
CS <0,01 0,01 0,33 0,746 -3,1
RA -0,06 0,01 -5,96 <0,001 13,5

Tabla A7. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)

v el conflicto social (CS) sobre los pesos absoluto y relativo de organos seleccionados.

Variable Coeficiente Error estandar Valorde T ValordeP AAICc

Corazon (absoluto): Imer(corazon~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 1,03 0,04 26,50 < 0,001
CS 0,01 0,04 0,29 0,778 -3,1
RA -0,20 0,04 -5,17 <0,001 11,8

Corazon (relativo): Imer(corazoén/peso.fin~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 2,61e-03 9,99¢-05 26,12 < 0,001
CS 6,67¢e-05 1,06e-04 0,63 0,536 -2,8
RA 4,89¢-04 9,99¢-05 4,89 0,001 11,3

Pulmones (absoluto): Imer(pulmones~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 1,43 0,08 18,55 < 0,001
CS 0,20 0,08 2,42 0,025 2,7
RA -0,42 0,08 -5,44 < 0,001 11,8

Pulmones (relativo): Imer(pulmones/peso.fin~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 3,62e-03 2,39e-04 15,13 < 0,001
CS 6,07e-04 2,54e-04 2,39 0,026 2,6
RA 2,96e-04 2,39¢e-04 1,24 0,229 -1,5
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Bazo (absoluto): Imer(bazo~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 0,51 0,02 21,48 < 0,001
CS 0,05 0,02 2,20 0,039 1,7
RA -0,12 0,02 -5,27 < 0,001 10,7

Bazo (relativo): Imer(bazo/peso.fin~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 1,28e-03 7,87e-05 16,29 < 0,001
CS 1,71e-04 8,66e-05 1,97 0,062 1,3
RA 1,96e-04 8,54e-05 2,30 0,032 2,5

Higado (absoluto): Imer(higado~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 12,65 0,38 33,60 < 0,001
CS -0,05 0,40 -0,13 0,898 3,2
RA -5,19 0,39 -13,40 < 0,001 25,9

Higado (relativo): Imer(higado/peso.fin~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 3,22e-02 1,04e-03 31,02 < 0,001
CS 2.,44e-04 1,17e-03 0,21 0,843 -3,2
RA -4,41e-03 1,17e-03 -3,76 0,012 7,5

Riiiones (absoluto): Imer(rifiones~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 2,58 0,05 46,58 < 0,001
CS -0,02 0,06 -0,26 0,804 -3,1
RA -0,89 0,06 -15,70 < 0,001 28

Riiiones (relativo): Imer(rifiones/peso.fin~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 6,56e-03 1,39e-04 47,16 <0,001
CS 1,40e-04 1,48e-04 0,94 0,374 2,2
RA -2,34e-04 1,40e-04 -1,67 0,153 -0,2
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Gldndulas adrenales (absoluto): Imer(adrenal~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 4,67e-02 2,97e-03 15,67 < 0,001
CS -1,96e-03 3,36e-03 -0,59 0,59 -3,1
RA -5,90e-03 3,30e-03 -1,79 0,146 0,6

Gldndulas adrenales (relativo): Imer(adrenal/peso.fin~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 1,16e-04 7.44e-06 15,64 < 0,001

CS 9,29¢e-07 8,22e-06 0,11 0,910 -3,5
RA 3,12e-05 7,76e-06 4,02 <0,001 7,1
Testiculos (absoluto): Imer(testiculos~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 2,84 0,08 35,41 < 0,001

CS -0,11 0,09 -1,27 0,246 -1,1
RA -0,11 0,08 -1,29 0,248 -1,1
Testiculos (relativo): Imer(testiculos/peso.fin~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 7,32e-03 2,60e-04 28,15 < 0,001

CS -3,42e-04 2,83e-04 -1,21 0,270 -1,3
RA 2,95e-03 2,78e-04 10,62 <0,001 22,4
Epididimos (absoluto): Imer(epididimos~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 1,18 0,06 18,76 < 0,001

CS -0,04 0,07 -0,64 0,552 -2,8
RA -0,19 0,06 -2,99 0,049 4.4
Epididimos (relativo): Imer(epididimos/peso.fin~CS+RA+(1|Jaula)

Intercepto 3,02e-03 2,12e-04 14,24 < 0,001

CS -1,26e-04 2,31e-04 -0,55 0,611 -2,8
RA 6,59e-04 2,26e-04 2,91 0,049 4,6
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CAPITULO IV

Tabla A8. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)

y el conflicto social (CS) sobre los conteos semanales de leucocitos.

Variable

Coeficiente

Error estandar

ValordeT ValordeP AAICc

Fase de induccion de estrés: Imer((leucox10° )%’ ~CS+RA+Sem+(1 |Jaula/Individuo))

Intercepto 1,57e-03 5,51e-05 28,52 < 0,001

CS 7,56e-05 4,63e-05 1,63 0,105 0,5
RA -2,38e-05 4,33e-05 -0,55 0,584 -1,9
Sem -2,24e-05 1,03e-05 -2,18 0,031 2,6
Fase de inmunizacion + estrés: Imer((leucox10°) %’ ~CS+RA+Sem+Sem*+
(1|Jaula/Individuo))

Intercepto 2,49¢e-03 3,60e-04 6,91 < 0,001

CS -2,27e-05 4,40e-05 -0,51 0,611 -1,9
RA -5,27e-06 4,13e-05 -0,13 0,900 -2,2
Sem -2,33e-04 7,86e-05 -2,96 0,003 6,5
Sem? 1,30e-05 4,12e-06 3,15 0,002 7,6
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Tabla A9. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)

v el conflicto social (CS) sobre la diferencia de los conteos de leucocitos antes y después

de cada inmunizacion.

Variable

Coeficiente

Error

estandar

Valor de

T

Valor de

P

AAICc

Pre/post inmunizacion: Imer(leuco~RA+CSxinmunxpre.post+(1|Jaula/Individuo))

Intercepto

CS

RA

desafio.2

desafio.3

pre.post
CSxdesafio.2
CSxdesafio.3
CSxpre.post
desafio.2xpre.post
desafio.3xpre.post
CSxdesafio.2xpre.post

CSxdesafio.3xpre.post

2,76
1,92
1,28
3,29
5,85
3,49
1,25
6,25
1,03
1,46
8,21
2,56

8,41

1,80
2,09
0,76
2,40
2,49
2,40
2,89
2,96
2,87
3,33
3,40
4,01

4,07

-1,53
0,92
-1,68
1,37
2,35
1,45
20,43
2,11
-0,36
0,44
2,42
-0,64

2,06

0,129
0,358
0,096
0,173
0,021
0,148
0,665
0,037
0,720
0,661
0,017
0,525

0,041

1,1

4,65
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Tabla A10. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)

y el conflicto social (CS) sobre los conteos semanales de linfocitos.

Variable

Coeficiente

Error estandar

ValordeT ValordeP AAICc

Fase de induccion de estrés: Imer((linfox10° ) *35~CS+RA+Sem+Sem*+

(1|Jaula/Individuo))

Intercepto
CS

RA

Sem

Sem?

4,01e-02
1,02¢-03
-2,58e-04
-1,68e-03

2,56e-04

8,49e-04
6,41e-04
6,00e-04
5,27e-04

8,60e-05

47,20

1,59
-0,43
-3,19

2,97

< 0,001
0,115
0,668
0,002

0,003

Fase de inmunizacion + estrés: Imer((linfox10°)*°~CS+RA+Sem+Sem’+

(1|Jaula/Individuo))

Intercepto
CS

RA

Sem

Sem

5,50e-02
-4,23e-04
3,26e-04
-3,68e-03

2,07e-04

5,05e-03
6,89e-04
6,57e-04
1,10e-03

5,77e-05

10,89
-0,61

0,50
-3,35

3,58

< 0,001
0,556
0,639
0,001

<0,001

0,3
-2,1
7.9

6,6

-1,7
-1,9
8,7

10,3
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Tabla Al11. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)
y el conflicto social (CS) sobre la diferencia de los conteos de linfocitos antes y después

de cada inmunizacion.

Variable Coeficiente Error estandar Valorde7T ValordeP AAICc

Pre/post inmunizacion: Imer(linfo~RA+CS+inmunxpre.post+(1|Jaula/Individuo))

Intercepto -1,55 0,89 -1,74 0,084
CS -0,06 0,63 -0,09 0,926 2,4
RA -0,91 0,58 -1,56 0,122 0,2
desafio.2 2,27 1,02 2,22 0,028
desafio.3 1,92 1,03 1,86 0,065
pre.post 2,27 1,01 2,25 0,026
desafio.2xpre.post -3,26 1,42 -2,30 0,023
desafio.3xpre.post -3,81 1,44 -2,66 0,009 3,8

Tabla A12. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)

y el conflicto social (CS) sobre los conteos semanales de neutrdfilos.

Variable Coeficiente Error estandar ValordeT ValordeP AAICc

Fase de induccion de estrés: lmer((neutrox]03)'0’31~CS+RA+Sem+(]|Jaula/lndividu0))

Intercepto 9,93e-02 2,35e-03 42.19 < 0,001

CS 1,24e-03 2,10e-03 0,59 0,571 -1,8
RA -2,41e-03 1,99e-03 -1,21 0,275 -0,3
Sem -1,05e-03 4,00e-04 -2,65 0,009 4,8

Fase de inmunizacion + estrés: Imer((neutrox10°)%3' ~CS+RA+Sem+

(1|Jaula/Individuo))

Intercepto 8,80e-02 3,66¢e-03 24,05 < 0,001
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CS -8,49¢-04 1,71e-03 -0,50 0,619 -1,9
RA -1,49¢-03 1,60e-03 -0,93 0,352 -1,3
Sem 2,44e-05 3,50e-04 0,07 0,944 -2,2

Tabla A13. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)
y el conflicto social (CS) sobre la diferencia de los conteos de neutrdfilos antes y después

de cada inmunizacion.

Variable Coeficiente Error estaindar Valorde7T ValordeP AAICc

Pre/post inmunizacion: Imer(neutro~RA+CS+inmun+pre.post+(1|Jaula/Individuo))

Intercepto -4,09e-03 0,38 -0,01 0,991
CS -9,73e-02 0,31 -0,32 0,752 2,2
RA -0,23 0,28 -0,81 0,421 -1,6
desafio.2 0,16 0,35 0,45 0,650
desafio.3 0,13 0,35 0,38 0,706 -4,3
pre.post 0,82 0,28 2,87 0,005 6,1

Tabla A14. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)

y el conflicto social (CS) sobre los conteos semanales de monocitos.

Variable Coeficiente Error estandar Valorde T Valor de P AAICc

Fase de induccion de estrés: Imer((monox10°)*?~CS+RA+Sem+(1 |Jaula/Individuo))

Intercepto 16,18 1,55 10,45 < 0,001

CS -1,24 1,42 -0,87 0,415 -1,3
RA -2,00 1,34 -1,49 0,209 0,2
Sem 0,36 0,24 1,53 0,129 0,1

167



Continuacion Tabla A14 ANEXO II

Fase de inmunizacién + estrés: lmer((monoxI10?)*>’ ~CSxRA+Sem+ (1 |Jaula/Individuo))

Intercepto 31,95 2,65 12,07 < 0,001
CS -5,95 1,66 -3,58 0,017
RA -5,39 1,95 -2,75 0,023
Sem -0,50 0,24 -2,08 0,040 2,2
CSxRA 5,75 2,38 241 0,060 3,6

Tabla A15. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)
y el conflicto social (CS) sobre la diferencia de los conteos de monocitos antes y después

de cada inmunizacion.

Variable Coeficiente Error estandar Valorde7 ValordeP AAICc

Pre/post inmunizacion: Imer(mono~RA+CS+inmunxpre.post+(1|Jaula/Individuo))

Intercepto 8,18e-02 5,55-e02 1,47 0,143
CS -3,00e-02 3,94-e02 -0,76 0,448 -1,8
RA -2,68e-02 3,65-e02 -0,73 0,465 -1,8
desafio.2 -9,59%¢-02 6,39-e02 -1,50 0,136
desafio.3 -1,38e-02 6,46-e02 -2,14 0,035
pre.post -5,92e-02 6,31-e02 -0,94 0,350
desafio.2xpre.post 1,17e-01 8,88-e02 1,32 0,188
desafio.3xpre.post 2,65e-01 8,98-e02 2,96 0,004 4,3

168



ANEXOII

Tabla A16. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)

y el conflicto social (CS) sobre los conteos semanales de eosinofilos.

Variable Coeficiente Error estandar Valorde7T ValordeP AAICc

Fase de induccion de estrés: lmer((eosix]03)'0'73~CS+RA+Sem+(]|Jaula/1ndividu0))

Intercepto 4,68e-02 3,38e-03 13,88 < 0,001

CS 3,68e-03 2,84e-03 1,29 0,198 -0,5
RA -9,76e-04 2,66e-03 -0,37 0,714 2,1
Sem -1,08e-03 6,29¢e-04 -1,72 0,088 0,8

Fase de inmunizacion + estrés: Imer((eosix10° ) **'~CSxRA+Sem+(1 |Jaula/Individuo))

Intercepto 0,19 1,35e-02 14,15 < 0,001
CS 1,20e-02 8,80e-03 1,36 0,189
RA 2,01e-02 1,04e-02 1,94 0,066
Sem -3,61e-03 1,21e-03 -2,99 0,003 6,6
CSxRA -2,59¢-02 1,26e-02 -2,05 0,054 2,4

Tabla A17. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)
vy el conflicto social (CS) sobre la diferencia de los conteos de eosindfilos antes y después

de cada inmunizacion.

Variable Coeficiente Error estandar Valorde7T ValordeP AAICc

Pre/post inmunizacion: Imer(eosi~CS+RAxpre.post+inmun+(1|Jaula/Individuo))

Intercepto 1,78e-02 3,18e-02 0,56 0,578
CS -1,30e-02 2,40e-02 -0,54 0,590 -2,0
RA -8,83e-02 3,20e-02 -2,76 0,007
desafio.2 2,69e-02 2,70e-02 1,00 0,320
desafio.3 5,60e-02 2,73e-02 2,05 0,042 -0,3
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pre.post -3,73e-02 3,10e-02 -1,20 0,232

RAXpre.post 1,49e-01 4,44e-02 3,36 0,001 9,1

Tabla A18. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)

y el conflicto social (CS) sobre la razon N:L.

Variable Coeficiente Error estandar ValordeT ValordeP AAICc

Fase de induccion de estrés: lmer((eosix103)'0’73~CS+RA+Sem+(]|Jaula/lndividu0))

Intercepto 2,58e-01 2,18e-02 11,83

CS 6,42e-03 1,83e-02 0,35 0,736 -2,06
RA 9,75e-03 1,78e-02 0,55 0,604 -1,75
Sem -4,42e-0 1,23e-02 -3,60 <0,001 10,12
Sem? 8,72e-03 2,01e-03 4,34 < 0,001 15,42

Fase de inmunizacion + estrés: lmer((eosix10°)**~CSxRA+Sem+(1 |Jaula/Individuo))

Intercepto 8,79¢e-01 1,11e-02 79,02

CS 1,32e-03 5,16e-03 0,26 0,799 -2,09
RA 5,10e-03 4,85e-03 1,05 0,294 -1,03
Sem 1,73e-03 1,05e-03 1,64 0,103 0,57
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CAPITULO V

Tabla A19. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)
y el conflicto social (CS) sobre los niveles de anticuerpos naturales (AcNs) obtenidos por

la técnica de hemaglutinacion.

Variable Coeficiente  Error estandar ValordeT ValordeP AAICc

AcNs (Hemaglutinacion): Imer(AcNs™2.7~CS+RA+Sem+(1|Jaula/Individuo)+(1|Placa)

Intercepto 139,82 8,43 16,58 < 0,001

CS -3,73 8,27 -0,45 0,657 -2,03
RA -6,08 7,81 -0,78 0,445 -1,56
Sem -4,06 0,52 -7,73 <0,001 42,7

Tabla A20. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)
y el conflicto social (CS) sobre los niveles de anticuerpos naturales (AcNs) obtenidos por

la técnica de ELISA.

Variable Coeficiente  Error estandar ValordeT ValordeP AAICc

Fase de induccion de estrés: Imer(AcNs~CSxRAxSem+(1|Jaula/Individuo)+(1|Placa)

Intercepto 0,25 0,17 1,48 0,170
CS 0,05 0,21 0,22 0,834
RA -0,07 0,24 -0,27 0,790
Sem 0,10 0,02 5,89 <0,001
CSxRA 0,21 0,30 0,71 0,503
CSxSem -0,02 0,02 -1,00 0,317
RAxSem -0,03 0,02 -1,08 0,283
CSxRAxSem 0,07 0,03 2,31 0,023 3,1
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Fase de inmunizacion + estrés: lmer(Ach~CS><RA+Sem+Sem2+(I|Jaula/lndividu0)+

(1|Placa)

Intercepto -0,68 0,37 -1,84 0,067

CS -0,06 0,21 -0,31 0,758

RA -0,20 0,24 -0,83 0,415

Sem 0,33 0,07 4,63 < 0,001 18,1
Sem? -0,01 <0,01 -3,82 < 0,001 12
CSxRA 0,64 0,30 2,17 0,042 23

Tabla A21. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)
y el conflicto social (CS) sobre la diferencia de los niveles de anticuerpos naturales

(AcNs) antes y después de cada inmunizacion.

Variable Coeficiente Error estaindar Valorde7 ValordeP AAICc

Pre/post inmunizacion: Imer(dif. AcNs~CS+RA+desafio+pre.post+(1|Jaula/Individuo)+
(1|Placa)

Intercepto 0,01 0,07 0,12 0,907
CS 0,03 0,05 0,53 0,599 -2,1
RA 0,02 0,05 0,34 0,734 -2,3
desafio.2 -0,01 0,08 -0,10 0,922
desafio.3 0,03 0,08 0,35 0,724
pre.post 0,14 0,08 1,63 0,104
desafio.2xpre.post -0,09 0,12 -0,77 0,441
desafio.3xpre.post -0,45 0,12 -3,72 < 0,001 10,7
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Tabla A22. Modelo lineal mixto que describe el efecto de la restriccion alimentaria (RA)
y el conflicto social (CS) sobre los niveles de anticuerpos anti-ASB (IgM e I1gG) obtenidos
por la técnica de ELISA.

Variable Coeficiente Error estandar Valorde7T ValordeP AAICc

IgM anti-ASB: Imer(IgM~CSxRAxSem+Sem?+(1|Jaula/Individuo)+(1|Placa)

Intercepto -3,31 0,38 -8,72 < 0,001
CS -0,27 0,18 -1,52 0,130
RA -0,35 0,21 -1,70 0,091
Sem 0,71 0,07 9,42 < 0,001
Sem? -0,03 <0,01 -7,85 < 0,001 52,1
CSxRA 0,48 0,26 1,89 0,060
CSxSem 0,05 0,02 3,10 0,002
RAXSem 0,06 0,02 2,95 0,004
CSxRAxSem -0,07 0,02 -2,94 0,004 5.9

12G anti-ASB: Imer(IgG~CSxRAxSem+Sem*+Sem’ +(1|Jaula/Individuo)+(1|Placa)

Intercepto -18,69 1,22 -15,31 < 0,001
CS -0,11 0,09 -1,13 0,258
RA -0,14 0,11 -1,26 0,208
Sem 5,43 0,38 14,24 < 0,001
Sem? -0,50 0,04 -12,77 < 0,001 98,1
Sem? 0,01 <0,01 11,58 < 0,001 86,1
CSxRA 0,20 0,13 1,48 0,140
CSxSem 0,02 <0,01 2,62 0,010
RAxSem 0,02 0,01 2,34 0,021
CSxRAxSem -0,03 0,01 -2,63 0,009 4,7
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ANEXOII

Tabla A23. Resumen de la seleccion de modelos que describen la influencia de la

s . . e, *
suplementacion de alimento sobre la condicion corporal.

Modelos seleccionados

k AlCc

AAICc

Wi

Cond. corp:lmer(CC%**~Tto+Dens+EST+Aiio+SP+SX+GCs+(1|grilla)+

(1|campaiia)+(1|RIA)

1 EST+Afo

2 EST+Afo+SP

3 EST+Ano+SX

4 EST+Ano+Dens

5 EST+Ano+SP+SX

6 EST+Ano+SP+Tto

7 EST+Ano+SP+SX+Tto

8 -460,19
9 -453,13
9 -452,89
9 -447,39
10 -445091
10 -443,98
11 -436,96

0

7,06

7,30
12,80
14,28
16,21

23,23

0,945
0,028
0,025
0,02

< 0,001
< 0,001

< 0,001

Tabla A24. Estimacion de pardametros asociados con la condicion corporal (en negrita,

las variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto 1,42 1,93e-02 1,38 1,46
EST: Primavera 1 -5,12¢-02 1,99e-02 -9,04e-02 -1,21e-02
EST: Verano 1 -5,98e-02 2,17e-02 -1,02e-01 -1,73e-02
EST: Otofio 1 -7,61e-02  2,44e-02 -1,24e-01 -2,82e-02
Afo: 2 1 -1,66e-01 1,66e-02 -1,98e-01 -1,34e-01
SP: Calomys 0,028 -4,47e-04  3,08¢e-03 -6,48¢-03  5,58e-03

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,

capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del afio; “Afio

“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion corporal.

>\

, ano de captura;
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SX: Macho 0,025 3,72e-04 2,75e-03  -5,02e-03  5,76e-03
Dens < 0,001 -1,89¢-06 7,08e-05 -1,41e-04  1,37e-04
Tto: Si <0,001 1,52e-06 2,16e-04 -4,21e-04  4,24e-04

Tabla A25. Resumen de la seleccion de modelos que describen la asociacion de factores

ambientales e individuales con la razén neutrdfilo:linfocito (N:L).”

Modelos seleccionados k AlICc AAICc Wi

Razon N:L:lmer(N:L*3~Tto+Dens+ST+EST+Afio+SP+SX+CC+(1 |grilla)

+(1|campariia)

1 CC+Dens 6 49,51 0 0,536
2 CC+Dens+SP 7 51 1,48 0,255
3 CC+Dens+Afo 7 51,40 1,89 0,208

Tabla A26. Estimacion de pardmetros asociados con la razon neutrofilo:linfocito (N:L)

(en negrita, las variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%
Variable  Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto 7,42e-01 7,92e-02 5,87e-01  8,97e-01
CC 1 -4,71e-02  1,59e¢-02 -7,83e-02 -1,60e-02
Dens 1 1,37e-02  591e-03 2,10e-03  2,53e-02
Afo: 2 0,208 1,81e-03 1,80e-02 -3,35e-02  3,71e-02
SP: Calomys 0,255 1,53e-03 1,17e-02  -2,15e-02  2,46e-02

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,

capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del ano; “Afio”, afio de captura;
“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion corporal.
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Tabla A27. Resumen de la seleccion de modelos que describen la asociacion de factores

. . .« . . . . . . *
ambientales e individuales con los indicadores seleccionados de inmunidad.

Modelos seleccionados

k

AICc

AAICc

Wi

Leucocitos totales: Imer(leuco®! ~Tto+Dens+ST+EST+Afio+SP+SX+CC+

(1|grilla)+(1|campaiia)

1

2

9

10

EST+ST+Dens

ST

ST+Dens

ST+CC+Afo

EST+ST

EST+ST+Dens+CC

Nulo

ST+Dens+CC+Afio

ST+CC

ST+Afio

6

6

-253,37
-253,23
-253,00
-252,47
-252,14
-251,96
-251,83
-251,71
-251,62

-251,59

0

0,14
0,36
0,90
1,23
1,41
1,53
1,66
1,75

1,78

0,162
0,151
0,135
0,103
0,088
0,080
0,075
0,071
0,068

0,067

Linfocitos: Imer(linfo*%?~Tto+Dens+ST+EST+Afio+SP+SX+CC+

(1|grilla)+(1|campaiia)

1

2

ST+Afio

Afio

ST+Ano+EST

Ano+EST

ST+Ano+SP

6

-1277,02
-1276,25
-1275,98
-1275,92

-1275,77

0,00
0,77
1,04
1,10

1,26

0,236
0,159
0,139
0,135

0,126

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,
, aflo de captura;

capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del afio; “Afio

“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion corporal.

99
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6 Afio+SP 6 -1275,59 1,43 0,114
7 ST+Ano+Tto 7 -1275,24 1,79 0,096
Neutrdfilos: Imer(neutro®33~Ttox Dens+ST+EST+Aiio+SP+SX+CC+

(1|grilla)+(1|campaiia)

1 CC+Dens 6 1285,79 0 0,545
2 CC+Dens+ST 7 1287,49 1,70 0,232
3 CC+Dens+SX 7 1287,58 1,79 0,223

Monocitos: glmmadmb(mono~Tto+Dens+ST+EST+Afo+SP+SX+CC+

(1|grilla)+(1|campaiia)

1 Afo 6 2976,90 0 0,208
2 Ano+SP 7 2977,25 0,35 0,174
3 Ano+SP+Dens 8 2977,46 0,56 0,157
4 Afo+Dens+ST 8 2977,90 1,00 0,126
5 Afo+Dens+SX 8 2977,94 1,04 0,123
6 Ano+EST+Tto 10 2978,16 1,26 0,111
7 Ano+SP+EST 10 2978,36 1,46 0,100

Eosindfilos: glmmadmb(eosi~Tto+Dens+ST+EST+Ario+SP+SX+CC+

(1|grilla)+(1|campaiia)

1 ST+Afo 7 279275 0 0,289
2 Afo 6 27934 0,65 0,209
3 ST+Ano+Tto 8 2794,00 1,25 0,155
4 ST+Ano+SX 8 2794,40 1,65 0,127
5 ST+Ano+Dens 8 2794,66 1,91 0,111
6 ST+Ano+CC 8 2794,70 1,95 0,109
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Tabla A28. Estimacion de pardmetros asociados con el conteo total de leucocitos (en

negrita, las variables con IC que excluyen el 0).”

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto 2.50e-01 7,45e-01 -1,21 1,71
ST: La Picada 0,925 -5,56e-03 1,90e-02 -4,28e-02  3,17e-02
Afo: 2 0,241 -3,26e-05 1,22e-03  -2,43e-03  2,37e-03
CC 0,322 -4,10e-06 2,52e-04 -4,98e-04  4,90e-04
Dens 0,448 1,09e-06 7,65e-05 -1,49e-04 1,51e-04
EST: Primavera 0,330 -7,43e-08 8,87e-05 -1,74e-04 1,74e-04
EST: Verano 1,23e-07 1,04e-04 -2,04e-04 2,05e-04
EST: Otofio 6,04e-07 2,11e-04 -4,13e-04  4,14e-04

Tabla A29. Estimacion de pardmetros asociados con el conteo de linfocitos (en negrita,

las variables con IC que excluyen el 0).”

IC 95%
Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto 8,42e-01 1,49e-03  8,39e-01 §,45e-01
Ano: 2 1 4,37e-03 1,96e-03  5,19e-04  8,21e-03
ST: La Picada 0,597 1,51e-05 2,37e-04 -4,49e-04  4,79e-04
SP: Calomys 0,24 5,20e-06 1,26e-04 -2,43e-04 2,53e-04
EST: Primavera 0,274 3,47e-10 1,43e-06 -2,81e-06  2,81e-06

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,

capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del ano; “Afio”, afio de captura;
“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion corporal.
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EST: Verano 2,81e-10 1,26e-06 -2,47e-06 2,47e-06
EST: Otoiio 7,23e-11 8,54e-07 -1,67e-06 1,67e-06
Tto 0,096 8,81e-09 6,30e-06 -1,23e-05 1,24-e05

Tabla A30. Estimacion de pardmetros asociados con el conteo de monocitos (en negrita,

las variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE  Inferior Superior
Intercepto 5,91 0,36 5,19 6,62
Ano: 2 0,999 9,56e-01 0,35 0,26 1,64
SP: Calomys 0,431 5,01e-02 0,09 -1,32e-01 2,32e-01
Dens 0,406 1,10e-02 0,02 -2,27e-02  4,48e-02
ST: La Picada 0,126 -3,47e-03 0,05 -9,44e-02  8,75e-02
SX: Macho 0,123 -1,08-e03 0,04 -715e-02 6,93e-02
EST: Primavera 0,211 5,53e-02 0,16 -2,67e-01 3,78e-02
EST: Verano 1,36e-01 0,30 -4,48e-01 7,20e-02
EST: Otoifio 1,67e-01 0,36 -5,41e-01  8,76e-02
Tto 0,111 1,77e-02 0,07 -1,14e-01  1,49e-02

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,
capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del afo; “Afio”, afio de captura;
“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion corporal.
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Tabla A31. Estimacion de pardametros asociados con el conteo de eosindfilos (en negrita,

las variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto 6,51 2,44e-01 6,03 6,99
ST: La Picada 0,791 -3,82e-01 3,06e-01 -9,82e-01 2,17e-01
Afo: 2 1 -4,55e-01 1,60e-01 -7,68e-01 -1,42e-01
Tto 0,155 -3,61e-02 1,28e-01 -2,87e-01  2,15e-01
SX: Macho 0,127 -1,17e-02  5,46e-02  -1,19e-01  9,52e-02
Dens 0,111 -1,06e-03 6,93e-03 -1,46e-02 1,25e-02
CC 0,109 -3,26e-03 2,30e-02  -4,83e-02  4,17e-02

Tabla A32. Estimacion de pardmetros asociados con el conteo de neutrdfilos (en negrita,

las variables con IC que excluyen el 0)".

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior Superior

Intercepto 16,81 1,57 13,73 19,90
CC 1 -1,02 0,30 -1,60 -0,44
ST: La Picada 0,232 -0,31 1,03 -2,32 1,70
Dens 1 0,38 0,13 0,13 0,62
SX: Macho 0,223 -0,14 0,53 -1,19 0,90

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,
capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura;
“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion corporal.
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Tabla A33. Resumen de la seleccion de modelos que describen la asociacion de factores

ambientales e individuales con los niveles de AcNs.

Modelos seleccionados k AICc AAICe wi

AcNs: Imer(AcNs® ~Tto+Dens+ST+EST+Afio+SP+SX+CC+(1 |grilla)+
(1|campania)
1 SP+SX+ST+Ano+EST+Tto 13 7,36 0 0,502

2 SP+SX+ST+Afno+EST+Dens 13 7,37 0,02 0,498

Tabla A34. Estimacion de pardmetros asociados con los niveles de AcNs (en negrita, las

variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto 8,54e-01 7,99¢-02 0,70 1,01
SP: Calomys 1 -1,67e-02 6,47e-02 -0,14 0,11
SX: Macho 1 -1,05e-01 6,44e-02 -0,23 2,16e-02
ST: La Picada 1 -2,74e-01 8,36-02 -0,44 -0,11
Tto 0,712 -8,53e-02 8,13e-02 -0,24 7,40e-02
Ano: 2 1 -1,89¢-01 7,98e-02 -0,35 -3,30e-02
EST: Primavera 1 -5,77e-02 8,60e-02 -0,23 0,11
EST: Verano 2,59e-02 1,18e-01 -0,21 0,26
EST: Otoiio -2,28e-01 1,18e-01 -0,46 1,86e-03
Dens 0,288 -1,95e-02 5,01e-02  -0,12 7,87e-02

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,
capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura;
“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion corporal.
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Tabla A35. Resumen de la seleccion de modelos que describen la asociacion de factores

. . o . . . . . *
ambientales e individuales con los tipos parasitarios analizados.

Modelos seleccionados k AlICc AAICc Wi

Nematodos: glmmadmb(nematodos~Tto+Dens+ST+EST+Afio+SP+SX+CC+

(1|grilla)+(1|campaiia)

1 CC+SP+EST+SX 11 1788,48 0 0,496
2 CCAHSP+EST+SX+Dens 12 1789,73 1,24 0,266
3 CC+EST+SX 10 1789,95 1,47 0,238

Cestodos: glmmadmb(cestodos~Tto+Dens+ST+EST+Afio+SP+SX+CC+

(1|grilla)+(1|campaiia)

1 SP+EST 9 274,12 0 0,556
2 SP+EST+ST 10 275,82 1,70 0,237
3 SP+EST+Afio 10 276,09 1,97 0,207

Garrapatas: glmmadmb(garrapatas~Tto+Dens+ST+EST+Aiio+SP+SX+CC+

(1|grilla)+(1|campaiia)

1 SP+EST+SX+Afo 11 888,08 0 0,214
2 SP+EST+SX+Afio+ST 12 888,33 0,24 0,190
3 SP+EST+Aifio 10 888,48 0,40 0,176
4 SP+EST+Afio+ST 11 888,58 0,50 0,167
5 SP+ESTSX+Afo+Tto 12 889,77 1,69 0,092
6 SP+EST+SX+Ano+ST+Tto 13 890,02 1,94 0,081
7  SP+EST+Afio+Tto 11 890,07 1,98 0,079

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,
capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura;
“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion corporal.
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Acaros: glmmadmb(dcaros~Tto+Dens+ST+EST+Ario+SP+SX+CC+
(1|grilla)+(1|campaiia)

1 SP+SX 7 1439,67 0 0,167
2 SP+SX+ST 8 1440,00 0,34 0,141
3 SP+SX+CC 8 1440,30 0,63 0,121
4  SP+SX+Tto 8 1440,77 1,10 0,096
5 SP+SX+ST+CC 9 1440,84 1,18 0,093
6  SP+SX+ST+tto 9 1440,90 1,23 0,090
7  SP+SX+CC+Afo 9 1441,12 1,46 0,080
8 SP+SX+ST+CC+Afo 10 1441,20 1,53 0,078
9  SP+SX+CC+Tto 9 1441,44 1,77 0,069
10 SP+SX+Dens 8 1441,54 1,87 0,065
Pulgas: glmmadmb(pulgas~Tto+Dens+ST+EST+Ano+SP+SX+CC+
(1|grilla)+(1|campaiia)

1 CC+SP+SX+Dens 9 506,23 0 0,227
2 CC+SP+SX+Dens+Tto 10 506,93 0,70 0,160
3 SP+SX+Dens 8 507,01 0,78 0,154
4 SP+SX+Dens+Afio 9 507,29 1,06 0,134
5 SP+SX+Dens+Tto+Afio 10 507,61 1,38 0,114
6  SP+SX+Dens+Tto 9 507,69 1,46 0,109
7 SP+SX+Dens+ST 10 507,85 1,62 0,101

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,
capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura;
“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion corporal.
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Piojos: glmmadmb(piojos~Tto+Dens+ST+EST+Ario+SP+SX+CC+

(1|grilla)+(1|campaiia)

1 CC+SP+EST+SX

2 CC+SP+SX+tto

3 CC+SP+SX+Aifio

4 CC+SP+EST

12

11

859,77
860,60
860,63

861,49

0
0,83
0,86

1,72

0,366
0,241
0,238

0,155

Tabla A36. Estimacion de pardmetros asociados con la carga de nematodos

gastrointestinales (en negrita, las variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto 3,08 4,93e-01 2,12 4,05
CC 1 -1,69¢-01  0,74e-01 -3,14e-01 -2,51e-02
SP: Calomys 0,762 -4,28e-01 3,48e-01 -1,11 2,54e-01
EST: Primavera 1 7,69¢-01 3,43e-01 9,74e-02 1,44
EST: Verano 1,33 3,98e-01 5,54e-01 2,12
EST: Otoiio 2,01e-01 4,26e-01 -6,34e-01 1,04
SX: Macho 1 8,34e-01  2,12¢e-01 4,19¢-01 1,25
Dens 0,266 0,10e-01 0,24e-01 -3,82e-02  5,73e-02

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,
capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura;

“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicién corporal.
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Tabla A37. Estimacion de pardmetros asociados con la carga de cestodos

gastrointestinales (en negrita, las variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%
Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior Superior
Intercepto -1,08 0,66 -2,37 0,21
SP: Calomys 1 -1,87 0,49 -2,83 -0,91
EST: Primavera 1 0,98 0,64 -0,26 2,23
EST: Verano 2,38 0,70 1,01 3,75
EST: Otofio 1,65 0,70 0,27 3,03
ST: La Picada 0,237 -8,31e-02 0,28 -0,64 0,47
Afo: 2 0,207 4,60e-02 0,22 -0,39 0,48

Tabla A38. Estimacion de pardmetros asociados con la carga de garrapatas (en negrita,

las variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%
Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior Superior
Intercepto -2,37 1,11 -4,54 -0,20
SP: Calomys 1 0,84 0,29 0,27 1,42
EST: Primavera 1 1,37 046 047 2,27
EST: Verano 2,10 049 1,13 3,07
EST: Otofio 2,67 0,56 1,58 3,77
SX: Macho 0,577 0,23 0,27 -0,30 0,76

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,
capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura;
“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion corporal.
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Afio: 2 1 0,99 032 0,35 1,62
ST: La Picada 0,438 -0,86 1,35 -3,51 1,79
Tto 0,253 -0,27 0,82 -1,88 1,33

Tabla A39. Estimacion de pardmetros asociados con la carga de dcaros (en negrita, las

variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto 6,56e-01 0,42 -1,66e-01 1,48
SP: Calomys 1 1,73 0,17 1,39 2,07
SX: Macho 1 1,16 0,16 8,43e-01 1,47
ST: La Picada 0,401 1,20e-01 0,19 -2,53e-01 0,49
CC 0,441 4,30e-02  6,96e-02 -9,35e-02 0,18
Tto 0,255 -6,20e-02 0,14 -3,42e-01 0,22
Afo: 2 0,158 6,07¢e-02 0,18 -3,0le-01 0,42
Dens 0,065 -1,08e-03 8,99¢-03 -1,87e-02  1,65e-02

Tabla A40. Estimacion de pardmetros asociados con la carga de pulgas (en negrita, las

variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%
Variable Verosimilitud Coeficiente EE  Inferior Superior
Intercepto -2,83 0,77 -4,34 -1,31
CC 0,489 -1,04e-01 0,13 -3,65e-01 1,58e-01
SP: Calomys 1 2,67 042 1,84 3,50

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Tto”, tratamiento; “Dens”,
capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo; “EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura;
“SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion corporal.
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SX: Macho 1 1,01 0,29 4,38e-01 1,58

Dens 1 9,98e-02 0,04 141e-02 1,85e-01
Tto 0,383 -2,27e-01 0,38 -9,77e-01  5,24e-01
Afio: 2 0,248 1,56e-01 0,34 -5,09e-01 8,21e-01
ST: La Picada 0,101 4,42e-02 0,22 -3,83e-01 4,72e-01

Tabla A41. Estimacion de pardmetros asociados con la carga de piojos (en negrita, las

variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior Superior
Intercepto -1,40 1,70 -4,73 1,93
CC 1 -0,46 0,26 -0,97 5,42e-02
SP: Calomys 1 4,63 0,71 3,23 6,02
EST: Primavera 0,521 0,11 0,56 -0,98 1,21
EST: Verano 0,75 0,95 -1,11 2,61
EST: Otofio -0,33 0,73 -1,76 1,10
SX: Macho 0,845 0,95 0,59 -0,22 2,12
Ano: 2 0,604 -0,24 0,73 -1,66 1,19
Tto 0,241 6,73e-02 0,84 -1,58 1,72
Dens 0,155 -1,52e-02  4,72e-02 -0,11 7,74e-02
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Tabla A42. Resumen de la seleccion de modelos que describen la asociacion entre la

razon N:L y pardsitos presentes en roedores de vida libre.”

Modelos seleccionados k AICc AAICc Wi

Nematodos: glmmadmb(nematodos~N:L+SX+CC+Dens+EST+(1|grilla)+(1|campaiia)
1 CC+N:L+SX 8 1781,60 0 0,725
2  CCH+N:L+SX+EST 11 1783,54 1,94 0,275

Cestodos: glmmadmb(cestodos~N:L+SP+EST+Afio+(1|grilla)+(1|campaiia)

1 SP+EST 9 267,84 0 0,544
2 SP+EST+N:L 10 269,44 1,59 0,245
3 SP+EST+Afo 10 269,74 1,89 0,211

Garrapatas: glmmadmb(garrapatas~N:L+SP+CC+Dens+EST+Afio+(1|grilla)+
(1|campaiia)

1  SP+N:L+EST+Afio 11 879,16 0 0,700
2 SP+N:L+EST+Afio+Dens 12 880,86 1,70 0,300
Acaros: glmmadmb(dcaros~N:L+SP+SX+CC+Dens+(1|grilla)+(I|campaiia)

1 CC+SP+N:L+SX 9 1481,38 0 0,650
2 CC+SP+SX 8 1482,62 1,24 0,350
Pulgas: glmmadmb(pulgas~N:L+SP+SX+CC+Dens+(1|grilla)+

(1|campaiia)

1 CC+SP+N:L+SX+Dens 10 494,43 0 1

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “N:L”, razén
neutréfilo:linfocito; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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Piojos: glmmadmb(piojos~N:L+SP+CC+Dens+(1|grilla)+(1|campaiia)

1  SP+N:L+Dens 8 824,66 0 0,372
2  SP+N:L 7 825,33 0,67 0,266
3 SP+Dens 7 825,72 1,06 0,219
4  SP+N:L+Dens+CC 9 826,58 1,92 0,143

Tabla A43. Estimacion de la asociacion entre la razon N:L y otros pardmetros con la

carga de nematodos gastrointestinales (en negrita, las variables con IC que excluyen el

0).

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior Superior
Intercepto 3,46 3,58e-01 2,76 4,16
CcC 1 -1,33e-01 6,80e-02 -0,27 1,26e-04
N:L 1 5,44¢-01 1,04e-01 0,34 0,75
SX: Macho 1 5,54¢-01 1,56e-01 0,25 0,86
EST: Primavera 0,275 2,57e-02 1,47e-01 -0,26 0,32
EST: Verano 1,27e-01 2,57e-01 -0,38 0,63
EST: Otofio -5,33e-02 1,95e-01 -0,44 0,33

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “N:L”, razén
neutréfilo:linfocito; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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Tabla A44. Estimacion de la asociacion entre la razon N:L y otros pardmetros con la

carga de garrapatas (en negrita, las variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto -1,38 0,63 -2,62 -1,49¢-01
SP: Calomys 1 5,99¢-01 0,23 1,45¢-01 1,05
N:L 1 2,98e-01 0,11 7,38e-02  5,21e-01
EST: Primavera 1 5,07e-01 0,32 -1,14e-01 1,13
EST: Verano 1,54 0,35 8,55e-01 2,22
EST: Otofio 1,61 0,36 9,00e-01 2,31
Afo: 2 1 1,07 0,20 6,75e-01 1,47
Dens 0,300 6,34e-03 1,82e-02  -2,94e-02  4,20e-02

Tabla A45. Estimacion de la asociacion entre la razon N:L y otros pardmetros con la

carga de pulgas (en negrita, las variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto -1,68 5,11e-01 -2,69 -6,84e-01
N:L 1 3,34e-01 1,31e-01  7,81e-01 5,91e-01
Dens 1 9,70e-02  2,33e-02  5,13e-02  1,43e-01
SX: Macho 1 9,27e-01  2,32e-01 4,72¢-01 1,38
SP: Calomys 1 2,11 3,83e-01 1,36 2,87
CC 1 -3,08e-01  8,16e-02 -4,68e-01 -1,48e-01

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “N:L”, razén
neutréfilo:linfocito; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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Tabla A46. Resumen de la seleccion de modelos que describen la asociacion de la funcion

. . . *
inmune y otros factores con la carga de nematodos gastrointestinales.

Modelos seleccionados k AlICc AAICc wi

Leucocitos totales: glmmadmb(nematodos~Leuco+EST+SX+CC+ST+(1|grilla)+

(1|campariia)

I CC+SX 7 1799,59 0 0,515
2 CCH+SX+EST 10 1801 1,40 0,255
3 CC+SX+ST 8 1801,21 1,62 0,230

Linfocitos: glmmadmb(nematodos~Linfo+EST+SX+CC+ST+(1|grilla)+(1|campaiia)

1  CC+Linfo+SX 8 1799,34 0 0,238
2 CC+SX 7 1799,59 0,26 0,210
3 CC+Linfo+SX+EST 11 1800,48 1,14 0,134
4  CC+Linfo+SX+Afio 9 1800,62 1,28 0,125
5 CC+SX+EST 10 1801 1,66 0,104
6 CC+SX+Ano 8 1801,07 1,73 0,100
7  CC+Linfo+SX+EST+Afio 12 1801,32 1,98 0,088

Monocitos: glmmadmb(nematodos~Mono+EST+SX+CC+ST+(1|grilla)+(1|campariia)

1  CC+Mono+SX 8 1797,86 0 0,446
2 CC+Mono+SX+EST 11 1798,25 0,39 0,367
3 CC+SX 7 1799,59 1,73 0,187

Neutrdfilos: glmmadmb(nematodos~Neutro+EST+SX+CC+ST+(1|grilla)+
(1|campariia)

I  CC+Neutro+SX 8 1785,36 0 1

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “N:L”, razén
neutréfilo:linfocito; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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Eosindfilos: glmmadmb(nematodos~Eosi+EST+SX+CC+ST+(1|grilla)+(1|campaiia)

I CC+SX 7 1799,59 0 0,507
2 CCH+SX+EST 10 1801 1,40 0,251
3 CC+SX+Afo 8 1801,07 1,48 0,242

Anticuerpos naturales: glmmadmb(nematodos~AcNs+EST+SX+CC+ST+(1|grilla)+

(1|campania)

1 EST+SX+Afo 10 1150,50 0 0,266
2 EST+Ano 9 1150,82 0,31 0,228
3 EST+SX+Afo+CC 11 1151,19 0,69 0,189
4  SX+Afio 7 1152,32 1,82 0,107
S5 Ano 6 1152,36 1,85 0,105
6 EST+Ano+CC 10 1152,39 1,88 0,104

Tabla A47. Estimacion de la asociacion de los neutrdfilos y otros pardmetros con la
carga de nematodos gastrointestinales (en negrita, las variables con IC que excluyen el

0).”

IC 95%
Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto 3,51 3,48e-01 2,83 4,19
CC 1 -1,52¢-01  7,09e-02 -291e-01 -1,27e-02
Neutro 1 1,6e-04 3,3e-05 9,56e-05  2,25e-04
SX: Macho 1 5,87e-01 1,56e-01 2,81e-01  8,92e-01

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Leuco”, leucocitos totales;
“Linfo”, linfocitos; “Mono”, monocitos; “Neutro”, neutrofilos; “Eosi”, eosinofilos; “AcNs”,
anticuerpos naturales; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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Tabla A48. Resumen de la seleccion de modelos que describen la asociacion de la funcion

. . . *
inmune y otros factores con la carga de cestodos gastrointestinales.

Modelos seleccionados k AlICc AAICc Wi

Leucocitos totales: glmmadmb(cestodos~Leuco+SP+EST+(1|grilla)+(1|campariia)

1 SP+EST 9 267,84 0 0,727
2 SP+EST+Leuco 10 269,81 1,96 0,273
Linfocitos: glmmadmb(cestodos~Linfo+SP+EST+Afio+(1|grilla)+(1|campariia)

1 SP+EST 9 267,84 0 0,721
2 SP+EST+Afio 10 269,74 1,89 0,279

Monocitos: glmmadmb(cestodos~Mono+SP+EST+Afno+(1|grilla)+(1|camparia)

1 SP+EST 9 267,84 0 0,721
2 SP+EST+Afio 10 269,74 1,89 0,279
Neutrdfilos:
glmmadmb(cestodos~Neutro+SP+CC+Dens+EST+(1|grilla)+(1|camparia)

1 SP+EST 9 267,84 0 0,721
2 SP+EST+Afio 10 269,74 1,89 0,279

Eosindfilos: glmmadmb(cestodos~Eosi+SP+EST+Afo+(1|grilla)+(1|campaiia)

1 SP+EST 9 267,84 0 0,506
2 SP+EST+Eosi 10 268,90 1,05 0,298
3 SP+EST+Afio 10 269,74 1,89 0,196

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Leuco”, leucocitos totales;
“Linfo”, linfocitos; “Mono”, monocitos; “Neutro”, neutrofilos; “Eosi”, eosinofilos; “AcNs”,
anticuerpos naturales; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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Anticuerpos naturales: glmmadmb(cestodos~AcNs+SP+ST+EST+Afio+(1|grilla)+
(1|campaiia)
1 SP+EST 9 205,23 0 0,671

2 SP+EST+ST 10 206,66 1,42 0,329

Tabla A49. Resumen de la seleccion de modelos que describen la asociacion de la funcion

. *
inmune y otros factores con la carga de garrapatas.

Modelos seleccionados k AlICc AAICc Wi

Leucocitos totales: glmmadmb(garrapatas~Leuco+SP+EST+Aiio+(1|grilla)+

(1|campariia)

1  SP+EST+Afio 10 882,81 0 0,514
2 SP+EST+Aifo+Leuco 11 882,92 0,11 0,486
Linfocitos: glmmadmb(garrapatas~Linfo+SP+EST+Afio+(1|grilla)+(1|campaiia)

1  SP+EST+Afio 10 882,81 0 0,715
2 SP+EST+Afo+Linfo 11 884,65 1,84 0,285
Monocitos: glmmadmb(garrapatas~Mono+SP+EST+Afio+(1|grilla)+(1|campaiia)
1  SP+Mono+EST+Afo 11 881,30 0 0,680
2 SP+EST+Afo 10 882,81 1,51 0,320
Neutrdfilos: glmmadmb(garrapatas~Neutro+SP+CC+Dens+EST+Afo+(1|grilla)+
(1|campaiia)

1  SP+Neutro+EST+Afio 11 869,69 0 0,659

2 SP+Neutro+EST+Afo+CC 12 871,01 1,32 0,341

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Leuco”, leucocitos totales;
“Linfo”, linfocitos; “Mono”, monocitos; “Neutro”, neutrofilos; “Eosi”, eosinofilos; “AcNs”,
anticuerpos naturales; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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Eosindfilos: glmmadmb(garrapatas~Eosi+SP+EST+Afio+(1|grilla)+
(1|campaiia)
1  SP+EST+Afio 10 882,81 0 1

Anticuerpos naturales: glmmadmb(garrapatas~AcNs+SP+ST+EST+Afio+(1|grilla)+

(1|campania)

1  SP+EST+Afio 10 513,31 0 0,449
2 SP+EST+Afo+ST 11 513,61 0,30 0,386
3 SP 6 515,31 2 0,165

Tabla A50. Estimacion de la asociacion de los neutrdfilos y otros pardmetros con la

carga de garrapatas (en negrita, las variables con IC que excluyen el 0).”

IC 95%

Variable Verosimilitud Coeficiente EE Inferior Superior
Intercepto -1,75 0,79 -3,31 -1,96e-01
SP: Calomys 1 6,57e-01 0,23 2,11 1,10
Neutro 1 1,46e-04  3,16e-05 841 2,08e-04
EST: Primavera 1 4,98e-01 0,32 -1,28 1,12
EST: Verano 1,55 0,35 8,72 2,24
EST: Otofio 1,64 0,36 9,37 2,35
Afo: 2 1 1,13 0,27 6,11 1,66
CC 0,341 3,53e-02  7,85e-02 -1,19 1,89¢-01

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Leuco”, leucocitos totales;
“Linfo”, linfocitos; “Mono”, monocitos; “Neutro”, neutrofilos; “Eosi”, eosinofilos; “AcNs”,
anticuerpos naturales; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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Tabla A51. Resumen de la seleccion de modelos que describen la asociacion de la funcion

. , *
inmune y otros factores con la carga de dcaros.

Modelos seleccionados k AICc AAICc Wi

Leucocitos totales: glmmadmb(dcaros~Leuco+SP+SX+(1|grilla)+(1|campaiia)

1 SP+SX 7 1484,71 0 0,718
2 SP+SX+Leuco 8 1486,58 1,87 0,282
Linfocitos: glmmadmb(dcaros~Linfo+SX+SP+Afio+(1|grilla)+(1|camparia)
1 SP+SX 7 1484,71 0 0,664
2 SP+SX+Linfo 8 1486,07 1,36 0,336
Monocitos: glmmadmb(dcaros~Mono+SX+SP+Aiio+(1|grilla)+(1|campariia)
1 SP+SX 7 1484.71 0 0.586
2 SP+SX+Mono 8 148541 0.70 0.414
Neutrdfilos: glmmadmb(dcaros~Neutro+SX+CC+SP+Dens+(1|grilla)+
(1|campaiia)

1  CC+SP+Neutro+SX 9  1476,69 0 1
Eosindfilos: glmmadmb(dcaros~Eosi+SX+SP+Aifio+(1|grilla)+(1|campaiia)
1 SP+SX 7 1484,71 0 0,595
2 SP+SX+Eosi 8 1485,49 0,77 0,405

Anticuerpos naturales: glmmadmb(dcaros~AcNs+SX+SP+ST+Aiio+(1|grilla)+

(1|campaiia)
1 SP+SX+AcNs 8 981,67 0 0,542

2 SP+SX 7 982,01 0,34 0,458

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Leuco”, leucocitos totales;
“Linfo”, linfocitos; “Mono”, monocitos; “Neutro”, neutrofilos; “Eosi”, eosinofilos; “AcNs”,
anticuerpos naturales; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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Tabla A52. Estimacion de la asociacion de los neutrdfilos y otros pardmetros con la

carga de dcaros (en negrita, las variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%
Variable  Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto 5,07e-01 3,74e-01 -2,25e-01 1,24
CC 1 1,70e-01 6,17e-02 4,91e-02 2,91e-01
SP: Calomys 1 1,26 1,62e-01 9,46e-01 1,58
Neutro 1 9,97e-05  3,15e-05 3,79¢-05 1,61e-04
SX: Macho 1 1,06 1,51e-01  7,62e-01 1,35

Tabla A53. Resumen de la seleccion de modelos que describen la asociacion de la funcion

inmune y otros factores con la carga de pulgas.”

Modelos seleccionados k AlICce AAICc Wi

Leucocitos totales: glmmadmb(pulgas~Leuco+SP+SX+Dens+(1|grilla)+(1|camparia)

1 SP+SX+Dens 8 504,11 0 0,711
2 SP+SX+Dens+Leuco 9 505,91 1,80 0,289
Linfocitos: glmmadmb(pulgas~Linfo+SX+SP+Dens+Afio+(1|grilla)+(1|camparia)

1  SP+Linfo+SX+Dens+Afio 10 501 0 0,544
2 SP+SX+Dens+Afio 9 501,35 0,35 0,456
Monocitos: glmmadmb(pulgas~Mono+SX+SP+Dens+Afio+(1|grilla)+(1|campaiia)
1  SP+SX+Dens+Afio 9 501,35 0 1
Neutrdfilos: glmmadmb(pulgas~Neutro+SX+CC+SP+Dens+(1|grilla)+(1|camparia)

1  CC+SP+Neutro+SX+Dens 10 495,63 0 1

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Leuco”, leucocitos totales;
“Linfo”, linfocitos; “Mono”, monocitos; “Neutro”, neutrofilos; “Eosi”, eosinofilos; “AcNs”,
anticuerpos naturales; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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Eosindfilos: glmmadmb(pulgas~Eosi+SX+SP+Dens+Aiio+(1|grilla)+(1|campariia)
1  Eosi+SP+SX+Dens+Aino 10 501,03 0 0,540
2 SP+SX+Dens+Afo 9 501,35 0,32 0,460

Anticuerpos naturales: glmmadmb(pulgas~AcNs+SX+SP+Dens+ST+(1|grilla)+

(1|campania)

1 SP 6 293,07 0 0,354
2 SP+ST 7 293,08 0,001 0,353
3 SP+ST+AcNs+SX+Dens 10 293,45 0,38 0,293

Tabla A54. Estimacion de la asociacion de los neutrdfilos y otros pardmetros con la

carga de pulgas (en negrita, las variables con IC que excluyen el 0).”

IC 95%

Variable  Verosimilitud Coeficiente EE Inferior  Superior
Intercepto -1,68 5,45e-01 -2,75 -6,16e-01
CC 1 -3,03e-01  8,88e-02 -4,77e-01 -1,29e-01
SP: Calomys 1 2,12 3,84e-01 1,37 2,87
Neutro 1 8,67¢-05  3,96e-05 9,01e-06 1,64e-04
Dens 1 9,27e-02  2,44e-02  4,49¢-02 1,41e-01
SX: Macho 1 9,39¢-01  2,37e-01 4,74e-01 1,40

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Leuco”, leucocitos totales;
“Linfo”, linfocitos; “Mono”, monocitos; “Neutro”, neutrofilos; “Eosi”, eosinofilos; “AcNs”,
anticuerpos naturales; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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Tabla A55. Resumen de la seleccion de modelos que describen la asociacion de la funcion

inmune y otros factores con la carga de piojos.

Modelos seleccionados k AICc AAICc wi

Leucocitos totales: glmmadmb(piojos~Leuco+SP+(1|grilla)+(1|camparia)

1 Sp 6 826,95 0 0,522
2 SP+Leuco 7 827,13 0,18 0,478
Linfocitos: glmmadmb(piojos~Linfo+SP+Afio+(1|grilla)+(1|campaiia)

1 SP+Linfo 7 823.29 0 1
Monocitos: glmmadmb(piojos~Mono+SP+Afio+(1|grilla)+(1|campaiia)

1 SP 6 826,95 0 0,635
2 SP+Mono 7 828,06 1,10 0,365
Neutrdfilos: glmmadmb(piojos~Neutro+SX+CC+SP+Afio+(1|grilla)+(1|campariia)
1 SP 6 826,95 0 0,607
2 SP+Neutro 7 827,82 0,87 0,393
Eosindfilos: glmmadmb(piojos~Eosi+SP+Afio+(1|grilla)+(1|campaiia)

1 Sp 6 826,95 0 1

Anticuerpos naturales: glmmadmb(piojos~AcNs+SP+ST+Afio+(1|grilla)+(1|campariia)
1 SP 6 498,66 0 0,666

2 SP+AcNs 7 500,04 1,38 0,334

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Leuco”, leucocitos totales;
“Linfo”, linfocitos; “Mono”, monocitos; “Neutro”, neutrofilos; “Eosi”, eosinofilos; “AcNs”,
anticuerpos naturales; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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ANEXOII

Tabla A56. Estimacion de la asociacion de los linfocitos y otros pardametros con la carga

de piojos (en negrita, las variables con IC que excluyen el 0)."

IC 95%
Variable  Verosimilitud Coeficiente EE Inferior Superior
Intercepto 4.80e-01 6,25e-01 -7,45e-01 1,70
Linfo 1 -1,15e-04  5,08e-05 -2,14e-04 -1,50e-05
SP: Calomys 1 2,71 4,81e-01 1,76 3,65

" Referencias: “EE”, error estandar; “IC”, Intervalo de Confianza; “Leuco”, leucocitos totales;
“Linfo”, linfocitos; “Mono”, monocitos; “Neutro”, neutrofilos; “Eosi”, eosinofilos; “AcNs”,
anticuerpos naturales; “Tto”, tratamiento; “Dens”, capturas por especie; “ST”, sitio de muestreo;
“EST”, estacion del afio; “Afio”, afio de captura; “SP”, especie; “SX”, sexo; “CC”, condicion
corporal.
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ANEXO III

Publicaciones relacionadas con la tesis doctoral

Cuervo, P.F., Racca, A.L., Beldomenico, P.M., 2016. Growth patterns in male rats
exposed to concurrent long-term environmental challenges. Rev. FAVE - Ciencias

Vet 15, 14-20.
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