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RESUMEN

En poblaciones naturales, la respuesta inmune estd involucrada en la regulacion de interacciones hospedador-pardsito, donde la
produccién de anticuerpos estarfa influenciada por factores ecolégicos y ambientales. El presente trabajo tuvo como objetivo
general contribuir a dilucidar los mecanismos humorales de defensa del cuis comin (Cavia aperea) expuestos a diferentes
escenarios de densidad poblacional. Para ello se evaluaron componentes del sistema inmune y sus asociaciones con diferentes
caracteristicas del hospedador. Entre 2017 y 2018 se realizaron 15 recapturas de cuises mantenidos en semicautiverio en 4 clausuras
(2 de alta y 2 de baja densidad). Se muestrearon 107 individuos (56 hembras) y se obtuvieron 535 muestras de plasma.

Los resultados mostraron que los niveles de anticuerpos totales en ambos sexos dependieron de: edad, condicién corporal y
densidad. A mayor edad, condicién corporal y densidad, los individuos tuvieron mayores niveles. Considerando el estado
reproductivo, los machos activos (testiculos escrotales) tuvieron mayores niveles que los no activos (testiculos abdominales) y las
hembras lactantes mayores que las no lactantes. Independientemente de la densidad, las hembras tuvieron mayores niveles de
anticuerpos naturales que los machos, pero dependi6 de la edad y condicién corporal. Considerando el estado reproductivo, los
machos activos tuvieron menores niveles que los no activos y las hembras con prefiez temprana menores que las hembras no
prefiadas. La produccion de anticuerpos especificos, fue mayor en hembras, pero dependi6é de la condicién corporal: a mayor
condicion de los machos la diferencia entre sexos desaparecid. La inversion en los diferentes tipos de inmunidad dependi6 del

sexo, las demandas fisioldgicas y el contexto.



ABSTRACT

In natural populations, the immune response is involved in the regulation of host-parasite interactions, where antibody production
would be influenced by ecological and environmental factors. The goal of this study was to contribute to elucidate the humoral
defense mechanisms of wild guinea pig (Cavia aperea) exposed to different population density scenarios. For this purpose,
components of the immune system and their associations with different host characteristics were evaluated. Between September
2017 and June 2018, 15 recaptures of wild guinea pigs kept in semi-captivity in 4 enclosures (2 high and 2 low density) were
performed. During this period, 107 individuals (56 females) were sampled and 535 plasma samples were obtained.

The results showed that total antibody levels in both sexes depended on: age, body condition and density. At higher age, body
condition and density, individuals had higher levels. Considering reproductive status, scrotal males (scrotal testicles) had higher
levels than inactive males (abdominal testicles) and lactating females had higher levels than non-lactating females. Regardless of
density, females had higher levels of natural antibodies than males, but it depended on age and body condition. Considering
reproductive status, active males and early pregnant females had lower levels than inactive males and non-pregnant females,
respectively. Finally, specific antibodies production was higher in females than males, but this difference depended on body
condition: when males had higher body condition, the difference between both sexes tended to disappear. The investment in the

different types of immunity depended on sex, physiological demands and context.



INTRODUCCION

Es necesario conocer la enfermedad desde un punto de vista ecolégico y patogénico para realizar vigilancia epidemioldgica y
sanitaria, ya que asi se podré detectar la presencia, recurrencia o dispersion de los diferentes pardsitos. Este interés origina una
nueva disciplina denominada ecoinmunologia, definida como el estudio del entendimiento de la complejidad de las causas y
consecuencias de la respuesta inmune, con amplia perspectiva empirica y conceptual (Schulenburg y col., 2009; Schoeenle y col.,
2018). Esta disciplina trata de comprender cémo los organismos responden a procesos infecciosos y enfermedades que conducen
a cambios, reflejados generalmente por una modulacién de la respuesta inmune, logrando entender la susceptibilidad a la
enfermedad en una amplia gama de especies en un contexto ecologico y evolutivo (Demas y Nelson, 2011). Ademas, el
conocimiento desde la ecoinmunologia puede ayudar a la comprension del riesgo de infeccion dado por el contacto directo e
indirecto entre individuos infectados y susceptibles, lo cual indica que esta interaccion entre ambos, podria dar como resultado el

deceso de la infeccion o el progreso de la misma (Beldomenico y Begon, 2015).

El sistema inmunitario, ha evolucionado y continia evolucionando, en respuesta a la presion de seleccion que ejercen las
infecciones sobre los animales en sus entornos naturales (Malagoli y Ottaviani, 2014). Este sistema es muy importante dentro del
estudio de poblaciones silvestres, ya que contribuye a dilucidar la ecoepidemiologia de enfermedades que afectan la salud del
hombre y los animales. Las poblaciones silvestres a menudo estdn expuestas a multiples infecciones y distintas circunstancias
tanto de origen natural como antropogénicas, que afectan a su vez, las interacciones entre parasitos y hospedadores (Irvine, 2006;
Lochmiller, 1996; Beldomenico y Begon, 2010; Eberhardt, 2014). El efecto y las consecuencias de estas interacciones, pueden ser

evaluadas a través del estudio del sistema inmune de las especies.

El sistema inmune se ha convertido en un campo importante de investigacion como un medio para comprender, relacionar e
interpretar los cambios que ocurren en el individuo como consecuencia de la interaccidn con sus parasitos. Este sistema involucra
infinitas redes interactivas de células y moléculas, en donde ninguna respuesta inmunitaria se limita a un unico mecanismo (Tizar,
2019), consta de una respuesta temprana (inmunidad innata) y una respuesta tardia (inmunidad adquirida) que son altamente

coordinadas (Cadavid, 2009).

La inmunidad innata responde de inmediato a un invasor a través del reconocimiento de moléculas ampliamente conservadas y
distribuidas en la naturaleza, conocidas como patrones moleculares asociados a patégenos (Abbas y col., 2012; Delves, 2018). Asi
las respuestas innatas son relativamente rapidas, inespecificas, y se comportan como defensa inicial contra los parasitos invasores.
Esta defensa incluye barreras anatomicas (mucosas y piel), microbiota (bacterias no patdgenas), factores humorales (lisozima,
complemento, proteinas) y células fagociticas como neutrdfilos, macrofagos y células dendriticas inmaduras, las cuales ademas
pueden mediar la inflamacion (Murphy y Weaver, 2016). En este proceso de inflamacién, también puede participar el sistema de

complemento, a través de enzimas que median la eliminacidon de microorganismos y células que han modificado sus antigenos de



superficie. La actividad del sistema de complemento puede estar mediada, ademads, por anticuerpos y a través de la opsonizacion

de parasitos y células infectadas (Demas y Nelson, 2011).

Se ha demostrado que ciertos componentes de la inmunidad humoral innata, como anticuerpos naturales (AcN), ciertas citocinas
y componentes del sistema complemento, estdn involucrados en la supervivencia de organismos al participar activamente en la
resistencia temprana a la infeccion (Lochmiller y Deerenberg, 2000). Los AcN son tnicos entre las inmunoglobulinas, ya que su
sintesis no requiere exposicion previa a un antigeno (Ag), son codificados por el genoma de la linea germinal y durante su
ontogénesis no existe recombinacion genética (reordenamiento de genes que codifican para la inmunoglobulina) ni hipermutacién

somatica (mutaciones que llevan a la maduracion de la afinidad de los anticuerpos) (Casali y Schettino, 1996).

Si el sistema inmune innato no consigue eliminar la infeccion, se pone en marcha la respuesta inmune adquirida, la cual genera
una respuesta especifica contra los parasitos y memoria inmunologica. La unidad anatémico-funcional de ese sistema son las
células T y B (Murphy y Weaver, 2017). Las células B, son aquellas que, al transformarse en células plasmaticas, producen
anticuerpos que pueden neutralizar parasitos y sus toxinas, activar el complemento, funcionar como opsoninas y ademas pueden
mediar citotoxicidad celular. Por otra parte, las células T producen citocinas que modulan las funciones efectoras y reguladoras del
sistema inmune y median ademas citotoxicidad frente a células infectadas, estresadas o tumorales (Kourilsky y Truffa-Bachi,

2001).

Al producirse una estimulaciéon de la respuesta inmune adquirida, se produce un conjunto heterogéneo de glicoproteinas
denominado anticuerpos, los cuales poseen la propiedad de reaccionar especificamente con el antigeno inductor (Rojas, 2017). En
mamiferos, exiten 5 diferentes isotipos de anticuerpos llamados también inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, que se
diferencian por la conformacién de las cadenas pesadas, las cuales son conocidas como gamma, mu, alpha, delta y epsilon (y, L\,
a, d, €), respectivamente. Las cadenas ligeras de cualquier anticuerpo (al menos de mamiferos) pueden clasificarse como tipo kappa
(K) o lambda (1), basadas en pequeiias diferencias estructurales polipeptidicas (Garcia-Merino, 2011). La inmunoglobulina que se
encuentra mas concentrada en suero y en fluidos corporales es la IgG y en segundo orden la IgM. Cuando se produce la respuesta
inmune, aparece en primera instancia IgM y luego IgG. La IgA predomina en las secreciones de los diferentes tejidos linfoides
asociados a mucosas, como por ejemplo en saliva, lagrimas y leche materna. La IgD es un receptor de antigenos del linfocito B
(BCR) y raramente se encuentra en fluidos corporales. Por ultimo, la IgE que se localiza en piel y membranas mucosas
(principalmente pulmonar), es la de menor concentracion en el suero, pero sus valores aumentan en las reacciones de

hipersensibilidad inmediata, y también frente a parasitos pluricelulares, en donde juegan un rol relevante (Tizard, 2019).

Las respuestas inmunes modulan las diferentes etapas de la interaccion hospedador-parésito: establecimiento, desarrollo y
proliferaciéon o reproduccién sexual del pardsito (Beldomenico y Begon, 2015). Se asume, desde el punto de vista del costo

fisiologico y energético, que las defensas de un organismo, la ejecucion y el mantenimiento de las mismas, tienen costos variables
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y substanciales los cuales pueden ser modificados por diversos contextos (Schoeenle y col., 2018). La inversion de recursos en la
inmunidad dependera de la disponibilidad de nutrientes y demandas fisioldgicas, donde existen compensaciones de intercambio
(trade-off) para cumplir con el balance entre: el sistema inmune, la reproduccion y el crecimiento (Eberhardt y col., 2013; Cuervo,

2017).

La importancia del estudio de la inmunidad en poblaciones silvestres radica principalmente, en discernir y comprender si los
niveles de marcadores inmunoldgicos observados en un individuo son resultado de la exposicion a ciertos pardsitos, o de la
capacidad diferencial de respuestas inmunes (Cuervo, 2017). Estas respuestas ademas requieren energia y al existir por lo general,
pocos recursos en la naturaleza, las respuestas inmunes podrian estar limitadas. Ademas, estas respuestas, pueden verse afectadas
por estresores como densidad poblacional, disponibiidad de alimento, factores ambientales, factores antropogénicos, entre otros

(Viney y Riley, 2014;2017).

El aumento de densidad poblacional, por ejemplo, puede causar un aumento de la exposicion del hospedador a los parasitos, ademas
de tener un impacto directo sobre la condicién del hospedador debido al estrés social y nutricional. Esto también afecta a la
inmunocompetencia de los individuos (Beldomenico y col., 2008), al poner en marcha mecanismos neurofisiolgicos que pueden
ocasionar inmunosupresion, de esta forma los individuos se vuelven mas susceptible a las infecciones (Beldomenico y Begon,

2010).

De acuerdo a lo anterior, la presente propuesta pretende contribuir al conocimiento del sistema inmune para generar herramientas
que permitan evaluar la condicion de salud de los animales silvestres. En particular, determinar el efecto de la densidad poblacional
sobre ciertos compartimentos del sistema inmune del cuis comun (Cavia aperea); una especie de roedor de la familia Caviidae

ampliamente distribuida por Sudamérica (Escudero y Terzaghi, 2007).



OBJETIVOS

Objetivos General:

Contribuir a dilucidar los mecanismos humorales de defensa del cuis comun (Cavia aperea) expuestos a diferentes escenarios de

densidad poblacional.

Objetivos especificos:

1. Establecer el efecto de la densidad poblacional sobre parametros inmunoldgicos: anticuerpos (naturales, totales y anti-
albumina) del cuis comtn (Cavia aperea).
2. Relacionar los anticuerpos (naturales, totales y anti-albumina) con caracteristicas del hospedador (sexo, condicion corporal,

edad y estado reproductivo) en el cuis comun (Cavia aperea), bajo diferentes escenarios de densidad poblacional.

HIPOTESIS

1. Al variar la densidad poblacional, los individuos de C. aperea, tendran diferentes niveles de anticuerpos (naturales, totales
y anti-albumina).
2. Las caracteristicas del hospedador (sexo, condicion corporal, edad y estado reproductivo) influyen sobre los parametros

inmunologicos (anticuerpos) de los individuos de C. aperea.



MARCO TEORICO Y METODOLOGICO.

Marco tedrico

Los animales silvestres se enfrentan a diferentes desafios a lo largo de toda su vida: por ejemplo: la escasez de alimento, conflicto
social y la exposicion a pardsitos. Estos desafios pueden ocasionar variabilidad en algunos componentes del sistema inmune
(Eberhardt y col., 2013; Beldomenico y Begon, 2015; Cuervo, 2017). A su vez, el sistema inmune, estd altamente coordinado para
que los individuos estén adecuadamente protegidos de las infecciones mientras se evita el dafio inmunomediado (Viney y Riley,

2017).

De acuerdo a los desafios y la carga parasitaria, se activa la funcidén inmune la cual es responsable de modular varias etapas de la
interaccion hospedador-parasito: establecimiento, desarrollo, proliferacion y reproduccion sexual (Beldomenico y Begon, 2015).
Dentro de las poblaciones, los diferentes mecanismos inmunes puestos en marcha de cada individuo, pueden diferir tanto debido
arazones intrinsecas (ej. genéticas), como extrinsecas (ej. diferente exposicion a infecciones y demas desafios a lo largo de la vida)
(Viney y Riley, 2017). Es aqui donde el sistema inmune se adapta y actua optimizando la forma y las respuestas inmunitarias,

maximizando la aptitud de los individuos (Graham, 2013).

El trade-off de la disposicion de recursos entre diversos aspectos fisiologicos determina la existencia de variabilidad fenotipica
entre los individuos, teniendo consecuencias en el crecimiento, supervivencia y reproduccién (Bolnick y col., 2011). El crecimiento
es influenciado por varios factores en el transcurso de la vida del individuo: disponibilidad de alimento, densidad poblacional,
competencia, salud y desafios ambientales (English y col., 2012; Lee y col., 2012; Schmidt y col., 2012). A su vez, el crecimiento
del individuo puede verse afectado de forma diferencial si los desafios ambientales se dan en etapas tempranas o tardias de su vida
(Kriengwatana y col., 2013). Ha sido demostrado, que el tamafio corporal, es un parametro clave en la historia de vida de un
organismo, ya que, en conjunto con la edad influencia la madurez sexual, por lo tanto, puede condicionar el potencial y éxito

reproductivo de los individuos (Griffiths y Brook, 2005; Berner y Blanckenhorn, 2007).

Es relevante ademas considerar el efecto de los estresores a nivel poblacional; individuos de la misma especie pueden presentar
diferentes rangos de regulacidon, aunque se enfrenten a las mismas condiciones ambientales (Beldomenico y Begon, 2015). Los
niveles de estrés pueden variar y pueden depender, por ejemplo: del sexo del individuo, de su condicion fisioldgica, estado

reproductivo, etc. (Beldomenico y col., 2008)

Algunos estudios muestran que ciertos componentes del sistema inmune se estimulan por el estrés, de acuerdo a la edad (Martin,
2009). Sin embargo, esta ampliamente aceptado que el estrés prolongado (cronico) disminuye la funcién inmune a través de varios
mecanismos (eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) y los glucocorticoides), dejando a los individuos mds susceptibles a

infecciones (Webster y col., 2002; Sapolsky y col., 2000). En estudios con especies de roedores, ratas (Rattus norvegicus) y



carpinchos (Hydrochoerus hydrochaeris), se observo lo contrario: ante un estrés cronico, algunos componentes del sistema inmune
aumentaron (Cuervo y col., 2018; Eberhardt y col., 2013). En ratas de laboratorio (Rattus norvegicus, cep. Wistar, variedad albus)
se encontro que los individuos bajo estrés por conflicto social cronico presentaron una inversion mayor de recursos en inmunidad
humoral adquirida (a través de la evaluacidon de anticuerpos especificos) respecto al grupo control. Mientras que animales con
limitada disponibilidad de alimento estimularon la inmunidad celular (recuento en eosinéfilos) y humoral innata (AcN) ante la
exposicion a un antigeno. Al mismo tiempo, contrario a lo esperado, la combinacion de ambos estresores produjo un efecto
sinérgico en los niveles de la respuesta inmune humoral innata (AcN) y un aumento en la respuesta humoral adquirida (anticuerpos
especificos) (Cuervo y col., 2018). Asi mismo, en carpinchos, bajo una situacién de estrés crénico por restriccion de alimento y
restriccion fisica, se observéd también, un aumento de la inmunidad humoral innata (AcN) y un aumento de la inmunidad celular

(recuentos de eosindfilos) (Eberhardt y col., 2013).

El aumento de la densidad poblacional determina la existencia de conflicto social, uno de los principales estresores. Este conflicto
ocurre tanto en especies sociales como en aquellas de hébitos solitarios (Blanchard, 2001). Los individuos de una especie social
interactian con el habitad y entre ellos mismos. El estresor ocasionado por el conflicto social en estas especies no solo incluye
interacciones fisicas sino ademads involucra multiples estimulos sensoriales (Chester y col., 2010). Por otra parte, la variacion en
el tamafio y la composicion de cada grupo social puede causar modificaciones importantes en las interacciones, por ejemplo; en

los sistemas de apareamiento y sistemas de cuidado parental (Panebianco, 2019).

El cuis silvestre (Cavia aperea), es un roedor caviomorfo (histricognato sudamericano), herbivoro con amplia distribucién en los
pastizales himedos del sur de Sudamérica (Redford y Eisenberg, 1992). Es terrestre y de habitos crepusculares, vive en grupos de
5 a 10 individuos llegando a formar colonias numerosas (Canevari y Vaccaro, 2007). El tiempo de gestacion varia entre 60-71 dias
y su destete entre 20-25 dias, con una camada de entre 1-7 crias precociales (Guenther y col., 2018; Schumann y col., 2014;
Sobrero y Eberhardt, 2019). Esta especie es de estructura social poliginica, se caracteriza por formar grupos de un macho y de una
a tres hembras (Sachser, 1986), donde la copulacién se da segin el orden jerarquico de dominancia, que se establece entre

enfrentamientos violentos (Canevariy Vaccaro, 2007).

En Argentina, esta especie, posee una amplia distribucion geogréafica (Figura 1) y su estado de conservacidn es de preocupacion
menor, ya que es abundante y ha demostrado capacidad de adaptacion a ambientes modificados por el hombre (Sobrero y Eberhardt,

2019). Estas caracteristicas de la especie facilitan su estudio en la region.
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Figura 1: Mapa de distribucion actual de Cavia aperea en Argentina.
(Extraido de Sobrero y Eberhardt, 2019)



Materiales y métodos.

Descripcion del experimento con animales

Las muestras que se utilizaron en este trabajo final provienen de un estudio experimental que se desarroll6 en el marco de los
proyectos PICT-2014-2333 “Riesgo de infeccion a altas densidades: importancia relativa de la tasa de contacto y de la
susceptibilidad en un roedor social” y CAID 50420150100042L. Los objetivos generales de dicho experimento fueron: establecer
el efecto de diferentes escenarios de densidad sobre la prevalencia y la abundancia de distintos tipos de pardsitos del cuis comtn
(Cavia aparea) e instaurar el efecto de la alta densidad sobre patrones comportamentales de dicha especie, relevantes en la

interaccion pardsito-hospedador.

El diseio experimental consto de dos tratamientos (alta y baja densidad) y sus réplicas. El mismo se llevé a cabo en clausuras
cuyas dimensiones brindan condiciones de semicautividad a las poblaciones de C. aperea, permitiendo el comportamiento espacial

caracteristico de la especie y solo evitando la dispersion de los individuos.

Breve descripcion del estudio experimental: en septiembre de 2017, en 4 clausuras (aproximadamente 0.13ha. cada una) se
distribuyeron al azar individuos de Cavia aperea. Estos individuos fueron; capturados de la naturaleza, desparasitados (con fines
que escapan a este trabajo de tesis) y mantenidos en cuarentena, con el fin de formar las poblaciones fundadoras. Estas poblaciones,
al comienzo del experimento estuvieron formadas por: -Baja densidad: 5 hembras y 1 machos (en dos clausuras) y -Alta densidad:
15 hembras y 3 machos (en dos clausuras). A las dos semanas de iniciado el estudio, al momento de la recaptura y toma de muestras,
se introdujeron individuos infectados naturalmente con endo y ectopardsitos especificos de la especie, mantenidos previamente en
cuarentena para verificar el estado de infeccion. La distribucién se realiz6 de la siguiente manera: clausuras de baja densidad: 1
hembray 1 macho (llegando a 6+2=8 cuises totales) y en las clausuras de alta densidad: 3 hembras y 3 machos (llegando a 18+6=24
cuises totales). El criterio para establecer densidades se ajusté de acuerdo a resultados previamente publicados para tamafios de

grupos y ambitos de hogar de la especie, obtenidos mediante telemetria y captura-recaptura (Sachser, 1986; Asher y col., 2004).

A partir de la constitucién de las poblaciones fundadoras con animales susceptibles y animales infectados, se realizaron recaptura
de todos los animales, cada 2 y luego cada 3 semanas, en el periodo comprendido entre septiembre de 2017 y julio 2018. En cada
recaptura (15 recapturas totales) se tomaron muestras de sangre para recuento de glébulos y obtencién de plasma, y las medidas
morfométricas: masa corporal, estado reproductivo, largo total, largo de pata y se hizo el recuento de ectoparasitos. Se recolectaron,

ademds, heces individuales para andlisis coproparasitologicos y medicidn de corticosterona fecal.

La muestra de sangre se tom¢ sin la utilizacién de anestésicos y no superé el 1% del peso corporal en volumen. [L.a misma se obtuvo
mediante la puncidn de la vena safena externa con aguja 25 G (0.6 mm) y se recolectd inmediatamente de la gota de sangre que se

genera en el lugar de la puncion, con tubos capilares heparinizados (Hem y col., 1998). Las muestras se mantuvieron refrigeradas
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a 4°C hasta su posterior procesado. En el laboratorio se procedi6 a la separacion del plasma mediante centrifugacion (15 minutos

a 7500 rpm) y a su almacenamiento a -20°C en tubos rotulados.

Con la finalidad de evaluar la respuesta inmune especifica, 25 individuos fueron inmunizados con albimina sérica bovina (ASB)
en las semanas 35 y 37 posteriores al inicio del experimento (Tabla 2). En la semana 35 las clausuras de baja densidad tenian 3
(todas hembras) y 4 individuos (2 hembras) respectivamente y las de alta densidad: 9 (6 hembras) y 11 (7 hembras) individuos
respectivamente. Las inmunizaciones se realizaron con 100 ug de albimina sérica bovina (ASB, Fundacion Universidad Nacional
de San Luis, Argentina), suspendida en hidroxido de aluminio 15% como adyuvante (Alhydrogel® 2%) (Rivera-Aguilar y col.,
2008). El volumen final de 200 pl se dividio en dos dosis y fue inyectado de manera subcutanea en cada uno de los flancos (Diehl
y col., 2001). Las inmunizaciones con ASB ya que se trata de un antigeno T-dependiente (de caracteristicas proteicas) utilizado en
la evaluacidon de la respuesta inmune humoral (Dearman y col., 2000; Edwars y col., 1980; Rivera- Aguilar y col., 2008). La toma
de muestra postinmunizacién fueron a los dias 7, 14, 24 de la primera inmunizacién. En el dia 14 se realizd la segunda

inmunizacion.

Variables independientes

Densidad poblacional. Se tomd en cuenta los diferentes escenarios desde la formacion de las poblaciones fundadoras y se fue
corrigiendo segun el numero de individuos que se obtenia en cada recaptura, ya que a lo largo del experimento el niimero total de

individuos por clausura fue variando debido a nacimientos y muertes de individuos (Figura 2 y 3).
Sexo. Machos y hembras.

Condicion corporal. Para la medida de la condicidn corporal se utilizé un indice residual (Green, 2001), que se estimo a partir de
la regresion lineal de la relacion entre la masa corporal y la longitud total, e incluyé el ajuste por estado de prefiez (factor de tres
niveles = no prefiada (aqui se incluye a los machos), prefiez temprana y prefiez tardia) (Eberhardt y col., 2015). Se tom6 en cuenta
el estado de prefiez, ya que, en una hembra con prefiez avanzada, una proporcién sustancial de su masa corporal corresponde a la

placenta y los fetos por lo que no refleja directamente la condicion corporal de la misma (Megias y col., 2018).

Edad. La edad se tom6 como una variable de tres categorias: 0, primer mes; 1, segundo mes y 2 de dos meses en adelante. Con
los datos que se obtuvieron de los individuos que nacieron en las clausuras y bibliografia previa (Asher y col., 2004, Asher y col.,
2008, Adrian y Sachser, 2011) se establecieron dichas categorias. El punto de corte para la categoria 2, fue el largo total de 22cm,
a partir del cual todos los individuos fueron considerados adultos. Cabe aclarar que todos los individuos de las poblaciones

fundadoras eran adultos y pertenecian a la categoria 2.



Estado reproductivo. Para hembras se tuvo en cuenta el estado de prefiez, el cual se dividio en 3 categorias: no prefiadas, prefiez
temprana y prefiez tardia, ademas de una variable con 2 categorias: lactantes y no lactantes. Las categorias fueron determinadas a
través de palpacion y observacion directa de cada individuo en cada recaptura y se determinaron en funcién del tamaiio del feto
(Aplin y col., 2003). Se consideréd como prefiez temprana, desde que comienzan a ser palpables los fetos hasta los 40-45 dias
aproximadamente (Turner y Trudinger, 2000), momento a partir del cual, los fetos presentan un crecimiento mayor y son
observables de forma directa (datos no publicados de nuestro laboratorio; Turner y Trudinger, 2000; Aplin y col., 2003; Schumann
y col., 2014). Esta tltima etapa, desde los 40-45 dias hasta el parto se considerd preiiez tardia. En machos el estado reproductivo
se dividi6 en dos categorias: no activos y activos. “No activos:” aquellos individuos con testiculos abdominales (dentro de la
cavidad abdominal), y “activos”: individuos con testiculos escrotales (descendidos en cavidad pélvica) (Aplin y col., 2003). Esto

se obtuvo mediante observacion directa y palpacion.

clausura

Numero total de animales
¥
!
1
’

Capturas

Figura 2. Total de individuos observados en cada recaptura discriminado por clausuras. Clausuras de baja densidad:
En rojo, clausura I y en celeste clausura III. Clausuras de alta densidad: en verde clausura Il y en lila clausura I'V.
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Figura 3. Total de animales observados en cada recaptura a lo largo del experimento, discriminado por clausuras
(LIL IL, IV). Las lineas rojas corresponden a individuos hembras y las azules a individuos machos.

Evaluacion y determinacion de las respuestas inmunes humorales

Los niveles de anticuerpos -totales (AcT), naturales (AcN) y anti-albumina (Ac especificos)- se evaluaron mediante el ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA: del inglés: Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay), directo e indirecto (Engvall y

Perlman, 1972).

Esta técnica se basa en el principio inmunoldgico del reconocimiento y union de anticuerpos a su antigeno (Ag) especifico. Esta
union Ag-Ac se produce sobre una superficie, a la que previamente se ha unido el anticuerpo o el antigeno (quedando
inmovilizado). Para su lectura, es necesario que uno de los componentes del ensayo (Ag o Ac) se encuentre unido a una enzima
(conjugado), que al interactuar con el sustrato adecuado catalizara la reaccion quimica, y en presencia del cromégeno formara un

producto coloreado, observable a simple vista y cuantificado por espectrofotometria.

Anticuerpos totales. Para la evaluacion de anticuerpos totales se utiliz6 un ELISA directo. Brevemente: las microplacas de
poliestireno de 96 pocillo (de fondo plano y alto pegado, Grenier Bio-One®) se sensibilizaron con la dilucion apropiada para cada
una de las muestras de plasma en buffer de bicarbonato de sodio (pH = 9,6). A continuacion, se realizaron 3 lavados y un bloqueo
con leche descremada a modo de reducir las uniones inespecificas. Posterior a la incubacion, se realizaron nuevamente 3 lavados
y se volvid a incubar, pero esta vez con el conjugado: anti-Igs de C. aperea marcado con peroxidasa obtenido en conejo. La reaccion
se visualizé con el agregado del sustrato cromogénico tetrametilbenzidina (TMB Single Solution, Life Technologies®; USA).

Luego de cortar la reaccion con acido clorhidrico IN, se leyo en un lector de absorbancia equipado con un filtro de 450 nm de
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longitud de onda (SPECTROstar Nano, BMG Labtech GmbH; Ortenberg, Germany) (Heinrich y col., 2017). Los tiempos de

incubacion y las diluciones de las muestras y solucion de conjugado utilizadas se evaluaron empiricamente.

Anticuerpos naturales y anti-albumina. Para la evaluacion de anticuerpos naturales y anti-albumina sérica bovina (ASB) se
utilizé un ELISA indirecto. Para tal fin, las microplacas de poliestireno (de fondo plano y de alto pegado, Grenier Bio-One®) se
sensibilizaron con hemocianina de lapa californiana (KLH, del inglés keyhole limpet hemocyanina) (Campo y col., 2011) 0o ASB -
respectivamente- diluido en buffer de bicarbonato de sodio (pH = 9,6). Luego de la incubacion del Ag, se realizé una serie de
lavados con tampén fosfato salino (PBS-T del inglés phosphate buffered saline) lavados de 1 min, seguido del bloqueo con una
solucion de leche descremada en polvo en PBS para reducir uniones inespecificas. A continuacion, se realizé nuevamente una
nueva serie de lavados con PBS-T y se agregd 100 pl/pocillo de cada muestra de plasma diluida. Posteriormente, las placas se
incubaron con diluciones apropiadas de las muestras de plasma. Luego de 3 lavados nuevamente, se afiadid el conjugado: anti-Igs
de C. aperea marcado con peroxidasa obtenido en conejo y se procedid a incubar. Posteriormente, se agreg6 el sustrato
cromogénico tetrametilbenzidina (TMB Single Solution, Life Technologies®; USA). Una vez que se corto la reaccion con acido
clorhidrico 1N, se leyo en un lector de absorbancia equipado con un filtro de 450 nm de longitud de onda (SPECTROstar Nano,
BMG Labtech GmbH; Ortenberg, Germany).

En todos los ensayos de ELISA realizados, se evalu6 una muestra control por placa, con el fin de disminuir la influencia que
pudiera tener la variacidn en las determinaciones entre placas. La muestra control consistié en un pool de muestras provenientes
de todos los individuos (en cada recaptura) del experimento. El analisis de los datos se realiz6 con la densidad 6ptica (DO) media
de cada par de pocillos, considerando la proporcidn con respecto a la muestra control evaluada como control interno de la variacion
entre placas (Cuervo, 2017). Los tiempos de incubacion y las diluciones de las muestras y soluciones utilizadas fueron obtenidos

de forma empirica.

Analisis estadistico.

Para dar cuenta de falta de independencia de las observaciones de los individuos de una misma clausura y de las medidas repetidas
de un mismo individuo, se utilizéo modelos lineales mixtos (LMM por sus siglas en inglés) o modelos mixtos lineales generalizados
(GLMM) con “identificacion de cada individuo (ID)”, “clausura” y “muestreo” como efectos aleatorios (Chavez, 2010; Paterson
y Lello 2003). El tipo de modelo utilizado (LMM o GLMM) se decidio6 sobre la base de la distribucion de la variable respuesta.
Cuando la distribucion de la respuesta fue una distribucion aproximadamente normal se utilizo un LMM. En el caso de los
anticuerpos naturales que tuvieron una distribucion de Poisson, se utilizo GLMM. Para ello se modificé la variable multiplicando
por 10 y redondeando al entero mas proximo cada valor. Se utilizaron los paquetes /merlest (Kuznetsova y col., 2017) y Imer4
(Douglas y col., 2021). Para estos analisis se utilizo el programa R (The R-project for statistical founding; www.r-project.org).

Para explicar la variacion de las respuestas inmunes se consideraron el efecto de las variables independientes de interés: sexo,
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estado reproductivo, condicion corporal, edad y densidad poblacional. Ademas, se consideraron posibles interacciones entre dichos
factores. Para los niveles de anticuerpos anti-albumina no se pudo evaluar el efecto de la densidad poblacional, ya que, la densidad
poblacional en todas las clausuras era baja (clausura de baja densidad: 3 y 4 individuos respectivamente, clausura de alta densidad:

9y 11 individuos respectivamente). Esto se debid a que las mismas no evitaban la depredacién aérea.
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DESARROLLO/ RESULTADOS

Con el fin de encontrar las diluciones y tiempos Optimos de trabajo, se realizaron pruebas de cada uno de los enzimo-
inmunoensayos utilizados con diferentes diluciones de plasma y de conjugado. El resumen de los tiempos y diluciones finales

utilizadas para cada ensayo se pueden observar en la Tabla 1.

Evaluacion de Anticuerpos totales

Las placas de alto pegado de fondo plano fueron sensibilizadas con diluciones de plasma seriadas al medio en solucién tampén (o
buffer) de pegado (pH=9,6), comprendidas entre 1/200 y 1/25600, (37 °C durante 1 h, seguido de una incubacion a 4 °C h toda la
noche). A continuacion, se realizaron 3 lavados con PBS 1X (pH =7,4)y 0,05% detergente Tween20 (PBS1X-T) y se bloque6 con
una solucidn al 3% de leche descremada en polvo en PBS 1X con el fin de reducir uniones inespecificas. Luego de incubar 1 h a
37°Cy de realizar los lavados, a todas las diluciones comprendidas entre 1/200 y 1/25600 se les agreg6 una dilucion de conjugado
anti-inmunoglobulina de cuis marcado con peroxidasa (1/1000 o 1/5000). Luego de incubar 1 h a 37°C, se lavé con PBS-T y se
afiadio a cada pocillo 100 pl del sustrato cromoégeno (TMB Single Solution, Life Technologies®; USA). La reaccién se detuvo con
el agregado de acido clorhidrico IN, a los 5 minutos. En la Figura 4 se pueden observar las dos curvas obtenidas en base a dos
diluciones de conjugado. A partir de la curva con mayores valores de densidad dptica (DO) y del rango de mayor pendiente (mayor

sensibilidad), se selecciond la dilucion de plasma y conjugado utilizadas para evaluar cada una de las muestras.

3 = 1/1000 1/5000

2,5

1,5

DO MUESTRA

0,5

1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/6400 1/12800 1/25600

DILUCIONES DE PLASMA

Figura 4. Valores de densidad optica obtenidos de evaluar Anticuerpos Totales mediante
ELISA directo, en funcion de diferentes diluciones de plasma provenientes de la muestra
control para dos diluciones de conjugado: 1/1000 y 1/5000.
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Evaluacion de Anticuerpos Naturales

Se utilizé una concentracion de KLH 0.5 pg/100 pl de solucion de pegado (Cuervo, 2017). Para permitir el pegado del Ag a la
placa se incub¢ a 37 °C durante 1 h, seguido de una incubacién a 4 °C toda la noche. Al dia siguiente, las placas se lavaron con
PBS (pH = 7,4) y 0,05% de detergente Tween 20 (PBS1X-T). Luego de la serie de lavados, las placas se bloquearon con 200
ul/pocillo de una solucion 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 y se agregd por duplicado 100
ul/pocillo de muestra de plasma diluida en forma seriada al medio entre 1/50 y 1/3200. Luego de lavar, se probaron las diluciones
1/1000 y 1/5000 del conjugado anti- inmunoglobulina de cuis marcado con peroxidasa como se menciona en el marco tedrico y
metodologico (M&M). Luego de incubar 1 h, se afiadid a cada pocillo 100 pl del sustrato cromogeno (TMB Single Solution, Life
Technologies®; USA). La reaccion se detuvo con el agregado de HCI 1N, a los 7 min y 30 s. Para la seleccion de dilucion final de

conjugado se tuvo en cuenta la pendiente de cada curvay el valor absoluto de DO (Figura 5).

=——1/1000 == 1/5000
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1/50 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200

DILUCIONES DE PLASMA

Figura 5. Valores de densidad optica (DO) obtenidos de evaluar Anticuerpos Naturales
mediante ELISA indirecto, en funcion de diferentes diluciones de plasma provenientes de la
muestra control para dos diluciones de conjugado: 1/1000 y 1/5000.
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Evaluacion de Anticuerpos Anti-albiimina

Se utilizo una concentracion de ASB 0.5 pg/100 pl de solucidon de pegado (Cuervo, 2017). Para permitir el pegado de ABS a la
placa, se incub6 a 37 °C durante 1 h, seguido de una incubacion a 4 °C toda la noche. Al dia siguiente, las placas se lavaron con
PBS (pH = 7,4) y 0,05% de detergente Tween 20 (PBS 1X-T). Luego de la serie de lavados, las placas se bloquearon con 200
ul/pocillo de una solucion 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 y se agregd por duplicado 100
ul/pocillo con diluciones de plasma seriadas al medio, comprendidas entre 1/50 y 1/1600. Luego de lavar, se utilizé una dilucién
1/1000 el conjugado anti- inmunoglobulina de cuis marcado con peroxidasa. Luego de incubar una hora, se afiadi6 a cada pocillo
100 pl del sustrato cromoégeno (TMB Single Solution, Life Technologies®; USA). La reaccion se detuvo con el agregado de HCl
IN, a los Smin. La dilucién de conjugado y el tiempo de corte fueron seleccionados segun datos previos obtenidos por nuestro
grupo de trabajo a partir de evaluaciones de anticuerpos en otra especie de roedor (datos no publicados). En la Figura 6 se puede
observar la curva obtenida, a partir de la cual se selecciono la dilucion de plasma final, teniendo en cuenta el rango de mayor

pendiente de la curva (mayor sensibilidad).
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Figura 6. Valores de densidad optica (DO) obtenidos de evaluar Anticuerpos Anti-albumina
mediante ELISA indirecto en funcion de diferentes diluciones de plasma provenientes de la
muestra control para una diluciéon de conjugado: 1/1000.
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Tabla 1. Resumen de las diluciones y tiempos finales utilizados en los ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para evaluar
los anticuerpos totales, naturales y anti-albumina de C. aperea.

Ac. Totales Ac. Naturales Ac. Anti-albuminas
Dilucion de antigeno KLH 0.5 ug/100 ul ASB 0.5 ug/100 ul
Dilucién de la muestra a evaluar 1/12800 1/100 1/800
Anticuerpo secundario (conjugado 1/1000 1/1000 1/1000
anti-Igs de C. aperea obtenido en
conejo conjugado a peroxidasa)
Punto de corte y lectura 5 min 7miny 30s 5 min

Resultados de los diferentes anticuerpos evaluados.

En la Tabla 2 se muestra la cantidad de individuos muestreados y de muestras de plasma obtenidas a largo de todo el experimento.

Tabla 2: Numero de muestras obtenidas de individuos de C. aperea para la evaluacion de anticuerpos

naturales, totales y anti-albumina. Entre paréntesis, nimero de individuos muestreados.

Anticuerpos Muestras Machos Hembras
Ac. Totales 533 209 (51) 324 (56)
Ac. Naturales 535 209 (51) 326 (56)
Ac. anti-albumina 34 (8) 60 (17)

Abreviaciones:
Ac: anticuerpos.

Anticuerpos Totales

Al analizar los resultados obtenidos de anticuerpos totales se observé un incremento significativo de estos en relacion a la edad (p

<0.001): a mayor edad, mayores niveles de anticuerpos, tanto en machos como en hembras (Tabla 3). Sin embargo, este aumento

fue de forma mas lineal para las hembras: en el segundo mes de vida (categoria 1) se observaron niveles mayores que en el primer

mes (categoria 0) y esta diferencia fue mayor en hembras adultas (categoria 2). En cambio, para los machos no se observaron

diferencias significativas entre los meses 1y 2 (categoria 0y 1), no asi para los meses posteriores (categoria 2) (Figura 7). Por otro

lado, independientemente del sexo, se observd mayores niveles de anticuerpos totales (AcT) en los individuos que estuvieron
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expuestos a mayores densidades (p-valor <0.001, Tabla 3), por cada individuo demads los niveles de AcT aumentaron en 0.00569

DO).
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Figura 7. Niveles de anticuerpos totales, expresados como densidad Optica relativa al control interno en
funcién del sexo (H: hembra; M: macho), edad (categorias 0, 1 y 2) y densidad poblacional (Alta y
Baja). El diagrama de cajas representa la mediana (barra negra), 25-75% cuartiles (caja), 10-90%
cuartiles (bigotes) y valores atipicos (puntos), DO: densidad Optica, asteriscos denotan diferencias
significativas.

Tabla 3. Modelo lineal mixto que describe los niveles de Anticuerpos Totales en funcion de la edad y el sexo.

Modelo = Anticuerpos Totales* ~ Sexo * Edad + Densidad total + (1 | id/clausura) + (1 | captura)

Término Coeficientes Error Estandar P-valor
Intercepto 0.704781 0.0873 <0.001
SeX0 Macho 0.060164 0.109202 0.5819
Edad (dos meses) 0.373478 0.096503 <0.001
Edad (> dos meses) 0.611191 0.073333 <0.001
Densidad total 0.005693 0.001619 <0.001
Sexo macho™ Edad (dos meses) -0.315497 0.135843 0.0206
Sex0 Macho™Edad ¢ dos meses) 0.066333 0.101251 0.5126

®Niveles de Anticuerpos Totales: Densidad optica media relativa al control interno promedio.

Nivel de referencia: Sexo: Hembras, Edad: un mes.
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Teniendo en cuenta Gnicamente a las hembras con prefiez temprana, la densidad no tuvo efecto sobre los niveles de AcT (p-valor
>0.05). Sin embargo, la densidad si afecté de manera positiva los niveles de anticuerpos totales en las hembras no prefiadas y en
las hembras con prefiez tardia (= 0.009, p-valor <0.001): a mayor densidad las no prefiadas y las prefiadas tardias tuvieron mayores
valores de anticuerpos totales (Figura §). No se encontraron diferencias significativas entre prefiadas tardias y no prefiadas (Tabla
4). A baja densidad (3-14 individuos) se observé que las hembras con prefiez temprana tuvieron mayores niveles de AcT que las

no prefiadas y las prefiadas tardias (= 0.1266, p-valor =0.0462).

Teniendo en cuenta la lactancia, se observé una diferencia significativa entre las hembras lactantes y no lactantes, siendo mayor
los niveles de los anticuerpos totales en las lactantes (p-valor =0.0237, Tabla 5 y Figura 9). Por otro lado, en machos se observaron
diferencias significativas en cuanto al estado reproductivo (Tabla 6): los machos activos tuvieron mayores niveles de anticuerpos
totales que los no activos pero esa diferencia dependi6 de la condicion corporal: por cada unida de condicion corporal que aumentan
los machos activos, los niveles de AcT aumentaron en 1.015 DO, mientras que, en los no activos, el incremento es de 1.12 DO. A

mayor condicion corporal de los machos no activos esa diferencia disminuye y tiende a hacerse nula.

Tabla 4. Modelo lineal mixto que describe los niveles de Anticuerpos Totales en funcion al estado reproductivo
de hembras y densidad poblacional.

Modelo = Anticuerpos Totales® ~ Prefiez * Densidad total + (1 | id/clausura) + (1 | ts)

Término Coeficientes Error Estandar P-valor
Intercepto 1.294 0.05983 <0.001
PrefieZ Temprana 0.1266 0.06319 0.0462
Prefiez Tudia -0.09592 0.00828 0.2477
Densidad total 0.00900 0.002249 <0.001
PrefieZ Temprana™ Densidad total -0.00903 0.004027 0.0258
Prefiez Taaia™ Densidad total 0.00097 0.004339 0.8222

®Niveles de Anticuerpos Totales: Densidad 6ptica media relativa al control interno promedio.

Nivel de referencia: Hembras no prefiadas.
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Figura 8. Niveles predictivos de anticuerpos totales, expresados como densidad dptica relativa al
control interno, dependientes de la densidad total de cuises y el grado de prefiez. no prefiadas NP (NP
linea roja), prefiez tardia (P.Ta linea verde), prefiez temprana (P.Te linea azul).

Tabla 5. Modelo lineal mixto que describe los niveles de Anticuerpos Totales en hembras lactantes en relacion
a las no lactantes.

Modelo = Anticuerpos Totales® ~ Lactantes + (1 | idfijo/clausura) + (1 | ts)

Término Coeficientes Error Estandar P-valor
Intercepto 1.40960 0.04986 <0.001
Lactantes 0.06997 0.03071 0.0237

®Niveles de Anticuerpos Totales: Densidad dptica media relativa al control interno promedio.

Nivel de referencia: Hembras no lactantes
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Figura 9. Niveles de anticuerpos totales en hembras lactantes y no lactantes. El diagrama de cajas
representa la mediana (barra negra), 25-75% cuartiles (caja), 10-90% cuartiles (bigotes), DO: densidad
Optica, diferentes letras denotan diferencias significativas.
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Tabla 6. Modelo lineal mixto que describe los niveles de Anticuerpos Totales en machos activos en relacion
a no activos.

Modelo = Anticuerpos Totales® ~ Estado reproductivo* condicion corporal + (1 | id/clausura) + (1 | ts)

Término Coeficientes Error Estindar P-valor
Intercepto 1.40994 0.06237 <0.001
Estado Reproductivo activos 0.16532 0.04783 <0.001
Condicion corporal 1.12423 0.05102 0.0159
Estado Reproductivo acivos *Condicion corporal -0.10770 0.05157 0.0384

*Niveles de Anticuerpos Totales: Densidad 6ptica media relativa al control interno promedio.

Nivel de referencia: Estado Reproductivo: machos activos vs machos no activos

Anticuerpos Naturales

Se vio un efecto negativo sobre los niveles de AcN independientemente del sexo. Aquellos individuos con mayor densidad tuvieron

menores niveles (por cada individuo demads los niveles de anticuerpos naturales disminuyeron en 0.0078 DO (Tabla 7))

Las hembras tuvieron mayores niveles de anticuerpos naturales (AcN) que los machos (p-valor <0.001) pero esta diferencia
dependi6 de la edad y la condicion corporal (Tabla 7). Entre los individuos adultos la diferencia de los niveles entre hembras y
machos fue menor. A su vez, a mayor condicion corporal de los machos, menor fue la diferencia de los niveles de AcN entre ambos

SEXO0S.

Los niveles de anticuerpos naturales en funcion de la edad para ambos sexos tuvieron la misma dindmica (Figura 10): durante el
primer mes de vida (categoria 0) las hembras presentaron mayores niveles que los machos. Luego los individuos de hasta 2 meses
de edad (categoria 1), presentaron una disminucién en los niveles de AcN, que fue observada para ambos sexos, sin embargo, no
hubo diferencia significativa entre ellos. En los individuos adultos (categoria 2), las hembras presentaron niveles significativamente
mayores que los machos, no obstante, se observaron valores mayores de AcN con respecto a los individuos de 2 meses (categoria
1) para ambos sexos. Las hembras de hasta 1 mes (categoria 0), presentaron mayores niveles de AcN que aquellas en edades mas
avanzadas (categoria 0, p-valor <0.001; categoria 2, p-valor =0.0134) y las hembras adultas (categoria 2) a su vez presentaron

mayores valores que las de 2 meses (categoria 1) (Tabla 7).

La relacién que hubo entre la condicion corporal y los niveles de AcN en hembras fue negativo, las hembras con mayor condicién
corporal tuvieron menores niveles de AcN (p-valor <0.001, Tabla 7), al tener mejor condicién corporal los niveles de AcN en

hembras disminuyeron en 0.0905 DO).
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Teniendo en cuenta el estado reproductivo: en machos, los individuos activos tuvieron menores niveles que los no activos (Tabla
8). En el caso de las hembras se observé una diferencia significativa entre las prefiadas tempranas (p-valor =0.0331) y las no
prefiadas; las prefiadas tempranas tuvieron menores niveles de AcN que las no prefiadas y esto dependi6 de la condicién corporal,
a mejor condicidén corporal esta diferencia fue menor (Tabla 9). Ademads, se observé diferencia significativa en los valores de AcN
entre las hembras no prefiadas y las de prefiez tardia, sélo cuando la condicién de estas dltimas fue menor (Tabla 9). No se

observaron diferencias entre hembras lactantes y no lactantes.

Tabla 7: Modelo lineal mixto que describe los niveles de Anticuerpos Naturales de acuerdo a la edad, sexo y
condicion corporal.

Modelo = Anticuerpos Naturales® ~ Sexo * Edad + Sexo * Condicion corporal +
Densidad total + (1 | id/clausura) + (1 | captura)

Término Coeficientes Error Estandar P-valor
Intercepto 3.240063 0.161861 <0.001
Sexo macho -0.853407 0.219308 <0.001
Edad (dos meses) -0.726731 0.179968 <0.001
Edad (> dos meses) -0.330723 0.133728 0.0134
Condicion corporal -0.090572 0.013979 <0.001
Densidad total -0.007798 0.002164 0.0003
Sex0 Macho™ Edad (dos meses) -0.175094 0.263149 0.5058
Sex0 macho*Edad (> dos meses) 0.362543 0.182885 0.0474
Sexo Macho®* Condicion corporal 0.112526 0.039691 0.0046

®Niveles de Anticuerpos Naturales: Densidad optica media relativa al control interno promedio, multiplicada
por diez y redondeado al entero mas proximo.
Nivel de referencia: Hembras, Edad (un mes)
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Figura 10. Relacion entre concentracion de Anticuerpos Naturales (AcN) en funcion de la categoria de
edad, discriminado por sexo. Las simulaciones de los valores de AcN se realizaron con valores de
densidad de cuises igual a la mediana (16 animales por recinto) y de condicion corporal promedio (0),
DO: densidad 6ptica, diferentes letras denotan diferencias significativas.

Tabla 8. Modelo lineal mixto que describe la variacion de los niveles de Anticuerpos Naturales en relacion al estado
reproductivo de machos.

Modelo = Anticuerpos Naturales® ~ Estado Reproductivo + (1]idfijo/clausura) +(1[ts)

Término Coeficiente Error Estandar Valor de Pr
Intercepto 2.54905 0.13559 <0.001
Estado Reproductivo activos -0.20114 0.05157 <0.001

2Niveles de Anticuerpos Naturales: Densidad optica media relativa al control interno promedio, multiplicada
por diez y redondeado al entero mas proximo.
Nivel de referencia: Estado Reproductivo: activos vs no activos
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Tabla 9. Modelo lineal mixto que describe la variacion de los niveles de Anticuerpos Naturales en relacion al estado de prefiez,
la condicion corporal y densidad total en hembras.

Modelo = Anticuerpos Naturales® ~ Prefiez * Condicidn corporal + Densidad total + (1|idfijo/clausura) +(1|recaptura)

Término Coeficientes Error Estandar P-valor

Intercept 3.001522 0.117977 <0.001
PrefieZ Temprana -0.082012 0.038502 0.0331
Prefiez tardia 0.076843 0.054385 0.1576
Condicion corporal -0.161715 0.024850 <0.001
Densidad total -008986 0.003013 <0.001
Prefiez temprana® Condicion corporal 0.113271 0.039604 <0.001
Prefiez tuaia* Condicion corporal 0.076409 0.035499 0.0313

®Niveles de Anticuerpos Naturales: Densidad optica media relativa al control interno promedio, multiplicada por diez y
redondeado al entero mas proximo.
Nivel de referencia: Hembras no prefiadas.

Anticuerpos Especificos

La produccién de anticuerpos anti-albumina fue mayor en hembras (p-valor <0.001). Sin embargo, esta diferencia dependid de la
condicién corporal: a mayor condicion de las hembras mayor es la diferencia entre ambos sexos, pero a mayor condicion de los

machos, la diferencia entre ambos sexos es menor ( -0.013907 y el p-valor =0.035059) (Tabla 10).

Tabla 10. Modelo lineal mixto que describe los niveles de Anticuerpos anti-albumina teniendo en cuenta los dias post-inmunizacion y la
condicidn corporal de los individuos.

Modelo= Anticuerpos Especificos®~ Sexo * Dias post-inmunizacion * Condicion corporal + (1 | idfijo/clausura) + (1 | ts)

Termino Coeficientes Error Estindar P-valor
Intercepto -0.057757 0.128254 0.664142
Sex0 Macho 0.023380 0.116540 0.842060
Dias post-inmunizacion 0.059626 0.006964 <0.001
Condicion corporal -0.047795 0.095125 0.618556
SexXo macho™ Dias post-inmunizacion -0.023527 0.005440 <0.001
Sexo Macho™ Condicion corporal 0.047209 0.118073 0.691631
Dias post-inmunizacion * Condicion corporal 0.021223 0.005863 <0.001
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Sexo macho™ Dias post-inmunizacion* Condicion -0.013907 0.006459 0.035059

corporal

2Niveles de Anticuerpos Especificos: Densidad optica media relativa al control interno promedio.
Nivel de referencia: Hembras adultas.
Condicion corporal: correspondiente al dia de inicio del plan de inmunizacion.
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DISCUSION.

En poblaciones naturales, la respuesta inmune estd involucrada en la regulacion de la interaccion hospedador-parasito. Los
anticuerpos constituyen un factor clave en la supervivencia individual y su produccion estaria influenciada por factores ecoldgicos
y ambientales. En el presente trabajo el objetivo general fue contribuir a dilucidar los mecanismos humorales de defensa del cuis
comun (Cavia aperea) expuestos a diferentes escenarios de densidad poblacional, en donde se evalué componentes del sistema
inmune (anticuerpos totales, anticuerpos naturales y anti-albumina) en relacion a diferentes caracteristicas del hospedador (sexo,

condicién corporal, edad y estado reproductivo).

Respuesta inmune y densidad poblacional

Al analizar los niveles de AcT los resultados hallados demostraron que independientemente del sexo, a mayor densidad, los
individuos tuvieron mayores niveles y esto concuerda con los resultados esperados. Se ha demostrado que, a mayor densidad
poblacional, la exposicion a parasitos aumenta debido al aumento del contacto directo entre individuos y/o indirecto con formas
evolutivas de los parésitos (huevos, larvas, ooquistes), por lo tanto, se espera mayores niveles de anticuerpos como respuesta a los
parasitos (Arneberg y col., 1998; Arneberg, 2002; Torres y col., 2006; Kamiya y col., 2013, 2014; Corriale y col., 2013; Nunn y
col., 2015). En este estudio, el aumento de AcT podria deberse al aumento de anticuerpos especificos y no al aumento de

anticuerpos de la inmunidad innata (anticuerpos naturales: AcN), ya que los niveles de AcN fueron menores a mayor densidad.

Si bien el aumento de la densidad poblacional favorece el contacto de los individuos y como consecuencia un mayor contacto con
los pardsitos, es necesario tener en cuenta la sociabilidad de esta especie. El grado de sociabilidad de cada individuo, también
podria influir en la relacién que hay entre carga parasitaria, densidad y respuesta inmune. En este experimento (con los mismos
individuos) cuando se analiz6 la correlacion entre el grado de sociabilidad (evaluada a través de la centralidad) y la carga de
ectopardsitos (andlisis que excede a este trabajo de tesis) se observo que, a baja densidad, la magnitud de esta correlacion es mayor
que a alta densidad (Goggi 2020). Ademas, en el mismo estudio cuando se evaluo el efecto de las estaciones sobre la carga de
ectopardsitos se observd que durante las estaciones primavera-verano los individuos en posiciones centrales tienden a tener una
mayor carga parasitaria, independientemente de la densidad. Sin embargo, durante el otofio aquellos individuos con mayor carga
ectoparasitaria fueron los periféricos (Sobrero y col., 2021). Por lo mencionado anteriormente, se podria inferir que no solo la
densidad puede influir en la trasmision de los parasitos y la respuesta inmune, sino que también el grado de sociabilidad de la

especie y la estacion del afo.

El aumento de la densidad de los hospedadores puede causar una mayor exposicion a los parasitos favoreciendo su trasmision, lo
cual podria ser el mecanismo responsable del aumento de AcT en los individuos que se encontraban a mayores densidades, como
se menciond anteriormente. Sin embargo, también se ha observado que a altas densidades el aumento de las interacciones
intraespecificas podria producir un impacto negativo en la condicion fisiologica de los individuos (Huitu y col., 2007; Beldomenico

y col., 2008). Ademas, se podrian desatar mecanismos neurofisiolégicos que podrian inducir inmunosupresion (Webster y col.,
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2002; Sapolsky, 2002). Contrario a esto, en nuestro trabajo se observaron mayores niveles de AcT en individuos que se encontraban
a altas densidades. Un estudio que coincide con nuestro resultado es el realizado en ratas (Rattus norvergicus) donde bajo diferentes
estresores, conflicto social y restriccién alimentaria (Cuervo, 2017), los individuos presentaron un aumento de diferentes
compartimentos del sistema inmune: inmunidad humoral (aumento de anticuerpos especificos), e inmunidad celular (aumento de

recuento de eosinofilos).

También, estudios con Cavia aperea han demostrado que la presencia del macho dominante o de la hembra de un mismo harén,
brindan un soporte social ante desafios estresantes. La presencia de un compafiero proporciona seguridad y conduce a una
reduccion del estrés agudo de ambos (Kaiser, 2003), lo cual ademds podria evitar cambios significativos (inmunosupresion) del
sistema inmune. Estos resultados y los encontrados en nuestro estudio, aportan evidencia a que las respuestas frente a ciertos
estresores, dependen de las caracteristicas de la especie y de su historia de vida. El cuis es un roedor social y las caracteristicas de

su comportamiento y estructura social, son variables que podrian influir también en los resultados obtenidos en este estudio.

Respuesta inmune, edad y condicion corporal del individuo

La edad y la condicién corporal son factores que afectan la susceptibilidad a infecciones. Esto puede deberse a que también afectan
al sistema inmune (Beldomenico y Begon, 2010). Por lo general se espera que individuos adultos, con mayor tamafio y mejor
condicion corporal, estén mejor preparados para competir por recursos, sean menos propensos a ser depredados y puedan enfrentar
cualquier tipo de infeccion (Berner y Blanckenhorn, 2007; Mufioz y Bonal, 2008; Beldomenico y Begon, 2010; Preisser y Orrock,
2012).

En el presente estudio, los individuos, desde los primeros dias de vida, presentaron niveles de AcN y en edades adultas estos niveles
aumentaron. Los anticuerpos naturales poseen una secrecion constitutiva a través de la activacion de las células B1 (células
productoras de anticuerpos naturales) por parte de IL-5 e IL-6 producida por células de la respuesta inmune innata (Moro y col.,
2010). El aumento de estos anticuerpos también podria deberse a una activacion by stander (activacion inespecifica) de estas
células B1. Esto puede producirse por una activacion de la respuesta inmune hacia ciertos parasitos (lo cual aumenta a medida que
los individuos crecen) con la consiguiente produccion de IL-5 que puede activar las células B1 (Tran y col., 2017). Esta activacion

by stander, podria explicar nuestros resultados, donde se observé el aumento de los niveles de AcN de los individuos muestreados.

Por otro lado, a medida que los individuos alcanzan la madurez, ofrecen una mayor superficie corporal y mayor posibilidad de
encuentro con una comunidad parasitaria (debido al aumento de la exposicidn a parasitos por su dispersion y comportamientos de
apareamiento) (Simkova y col., 2008; DeVeale y col., 2004), aumentando asi la memoria inmunolégica (Zinkernagel, 2002). Ha
sido observado, en individuos adultos (oveja soay) una disminucion en la proporcidn de linfocitos T virgenes frente a linfocitos T

de memoria (Watson y col., 2016), es decir, un cambio de respuesta inmunitaria no especifica a especifica (Martin y col., 2006).
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Lo expresado anteriormente también podria explicar el aumento de AcT en los individuos mayores de 2 meses (categoria 2) y la

disminucion de los niveles de AcN observados en este trabajo.

Respuesta inmune y estado reproductivo

Ha sido demostrado que situaciones estresantes (alta densidad poblacional, falta de recursos, parasitismo, etapa de reproduccion,
y desgaste diario por luchas de dominancia), son factores que pueden influir en las respuestas inmunitarias (Beldomenico y col.,
2008, Beldomenico y Begon, 2015). En este estudio, se observd mayores niveles de AcT en hembras con prefiez tardia, hembras
lactantes y machos activos, lo cual ademds dependi6 de la densidad y la condicion corporal. Estos resultados son contrarios a lo
esperado: los individuos a altas densidades podrian presentar inmunosupresion debido al efecto de este estresor (Beldomenico y
Begon, 2010) y ademds en momentos de alta demanda fisiolégica como la reproduccién y la lactancia (energéticamente costosos),
se esperaria una reduccion en la inversion energética del sistema inmune (Trillmich, 2020). Esto podria deberse al hecho, de que
al ser una especie social y mientras no exista una falta de recurso alimenticio, los individuos pueden afrontar ambas demandas
fisiologicas (reproduccidn y sistema inmune). Ademads, al estar en contacto con una rica comunidad parasitaria, evolutivamente se

favoreceria la inversion en la produccion de anticuerpos especificos.

En nuestro experimento, las diferencias de los niveles de AcT, AcN y Ac especificos entre los individuos de diferentes sexos,
tendieron a disminuir o igualarse cuando éstos tuvieron mejor condicion corporal, sin embargo, las hembras presentaron mayores
niveles de anticuerpos que los machos en general. Para explicar esto, el principio de Bateman’s establece que las hembras
maximizan su fitness mediante una mayor inversion en las respuestas inmunes favoreciendo asi una mayor descendencia, mientras
los machos maximizan su fitness apostando al éxito de apareamiento (Rolff, 2002). Por lo tanto, las hembras invertirian mas en

inmunidad que los machos como medio de supervivencia ya que su esfuerzo reproductivo es mucho mayor.

Una hipétesis establecida que explica por qué las tasas de infeccidon observadas empiricamente poseen un sesgo masculino, es que
los machos son mas susceptibles a los parasitos porque la hormona masculina testosterona es inmunosupresora (Folstad y Karter,
1992). Sin embargo, no siempre se ha encontrado evidencia que confirme la misma. Esto podria deberse a que, los machos
reproductivamente activos y con mayores niveles de testosterona, estarian inmunosuprimidos, pero a su vez la testosterona impacta
en el comportamiento de los machos que influye en las tasas de contacto (Grear y col., 2009). Un mayor contacto con otros
individuos, ya sean con hembras u otros machos, por apareamiento o competencia, respectivamente, podria aumentar la exposicion
a los parasitos, lo que llevaria a que aumenten los niveles de anticuerpos. Como se planted anteriormente, los mayores niveles de
AcT, estarian relacionados a mayores niveles de anticuerpos especificos (inmunidad adquirida) ya que se observaron menores

niveles de los AcN en machos activos comparados con machos no activos.
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CONCLUSIONES

e De acuerdo a nuestros resultados la densidad influy6 sobre la respuesta inmunolégica de esta especie social, pero no de
igual forma para los diferentes compartimientos: aumentando la inmunidad adquirida (anticuerpos totales) y disminuyendo

la inmunidad innata (anticuerpos naturales), ademas dependié de factores como el estado reproductivo.

e Contrario a lo esperado, en este estudio se observé que los individuos activos reproductivamente presentaron una mayor
inversion en componentes de la respuesta inmune adquirida, a pesar de la demanda fisiol6gica que ocurre durante la prefiez

y/o época reproductiva.

e Se observd un aumento de la inmunidad adquirida en relacion a la edad, lo que estaria de acuerdo con la sociabilidad de la

especie y por lo tanto con un mayor contacto de patégenos.

e Lainversion de la inmunidad innata posee una dindmica particular, esto podria deberse a que son individuos precociales,

aunque existe la necesidad de conocer mas mecanismos moleculares.

e La mayor inversién inmunoldgica en general se observé en hembras, puede deberse a la necesidad de favorecer la

descendencia como se planted en el principio de Batemans, en el cual maximizan su fitness como medio de supervivencia.

A partir de los resultados de este experimento en Cavia aperea se aporta evidencia para pensar que la inversion en los diferentes
tipos de inmunidad depende, de las demandas fisiologicas de los individuos, del contexto que los rodea y caracteristicas propias
de la especie como la sociabilidad. Donde se puede observar la necesidad de estudiar mds a fondo los distintos tipos de anticuerpos
en estas y demds especies silvestres, analizando relacién inmunolégica con las diferentes caracteristicas del hospedador y la
interaccién con diferentes densidades poblacionales. De esta manera los diferentes tipos de anticuerpos conformarian una

herramienta importante para el estudio de la dindmica de la salud de estas poblaciones.
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