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RESUMEN

Entender de qué manera afecta el sonido generado por las grandes ciudades a las
poblaciones subyacentes de animales es uno de los items de interés en la ecologia de
ambientes urbanos. Sin embargo, los impactos del ruido antropogénico sobre las aves
son aun poco conocidos. Por ello, el objetivo principal del presente trabajo fue
determinar si el ruido de ciudad percibido durante el desarrollo de un individuo
representa un factor de estrés, inferido a traves de los niveles de glutation, y si dicho
estrés afecta el comportamiento de aprendizaje y memoria. Para ello se realiz6 un
estudio experimental en el cual un grupo de codornices (Coturnix japonica) fue
sometido, durante una semana a ruido de ciudad, mientras otro grupo se mantuvo
durante el mismo periodo de tiempo sometida a ruido rural. Posterior a este periodo,
se tomaron muestras de sangre para analizar los niveles plasméticos de uno de los
principales antioxidantes y marcador de estrés ambiental, el glutation (GSH) para
luego evaluar la capacidad de memoria y aprendizaje. Para esto, un subgrupo de las
codornices fue separado y sometido a un proceso de acondicionamiento, mediante la
utilizacion de un laberinto con recompensa. Se midié el tiempo que cada codorniz
demord en encontrar la recompensa, y el nimero de veces que fall6. Encontramos que
los niveles de GSH fueron significativamente mayores en el grupo con el ruido de
ciudad, y ademas los individuos que permanecieron mas tiempo en la posicién estatica
(inmovilidad tonica) fueron a la vez, los que presentaron los mayores niveles de este
antioxidante. En cuanto al aprendizaje, en el tercer dia de acondicionamiento las aves
del grupo con ruido urbano, demoraron significativamente mas tiempo en encontrar la

recompensa. Se sugiere que el ruido de ciudad representa una importante variable de
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estrés para las aves, generando una mayor movilizacion del sistema antioxidante GSH

y disminuyendo las capacidades cognitivas y de aprendizaje en aves precociales.
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SUMMARY

Understanding how the sound generated by large cities affects the underlying
populations of animals is one of the items of interest in the ecology of urban
environments. However, the impacts of anthropogenic noise on birds are still poorly
understood. Therefore, the main objective of the present work was to determine if the
city noise perceived during the development of an individual represents a stress factor,
inferred through glutathione levels, and if said stress affects the learning and memory
behavior. To this end, this experimental study was carried out in which a group of quail
(Coturnix japonica) was subjected, for a week, to city noise, while another group was
subjected to rural noise during the same period of time. Later in this period, blood
samples were taken to analyze the plasma levels of one of the main antioxidants and
marker of environmental stress, glutathione (GSH), to later evaluate the memory and
learning capacity. For this, a subgroup of quail was separated and subjected to a
conditioning process, using a labyrinth with reward. The time each quail took to find
the reward was measured, and the number of times it failed. We found that the levels
of GSH were significantly higher in the group with the noise of the city, and also the
individuals who remained more time in the static position (tonic immobility) were at
the same time, those who presented the highest levels of this antioxidant. Regarding
learning, on the third day of conditioning the birds of the group with urban noise, took
significantly longer to find the reward. It is suggested that the noise of the city
represents an important variable of stress for the birds, generating a greater
mobilization of the GSH antioxidant system and diminishing the cognitive and

learning abilities in precocial birds.
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1. INTRODUCCION

El aumento de la poblacion humana a provocado un aumento en urbanizacion y ha
generado cambios en el ambiente, tales como fragmentacion de habitat, aumento de
enfermedades emergentes, aumento de contaminantes (e.g., contaminantes organicos
persistentes, metales pesados) y aumento de contaminacion acustica (Hansell et al.
2013, Shannon et al. 2016). De todos ellos, la contaminacion acustica y sus
consecuencias han sido menos estudiados (Isaksson 2015, Babisch et al. 2006, Hansell
etal. 2013, Szalma y Hancock 2011). Sin embargo, en lo Gltimos afios tanto las causas
que genera la contaminacion acustica como sus consecuencias estan comenzando a ser
un tema de interés en la ecologia de ambientes urbanos (Babisch et al. 2006, Hansell
et al. 2013, Szalma y Hancock 2011).

En la literatura generalmente se considera cualquier fuente de sonido
antropogénico como ruido, sin importar si este es provocado de manera intencional o
si es consecuencia de actividades diarias como transporte o actividades de
construccién, entre otras. El ruido producido en las ciudades tiende a ser de intensidad
variable, con sonidos de alta y baja frecuencia y a la vez, sostenido o intermitente a lo
largo del tiempo (Barber et al. 2010). La evidencia sugiere que la intensidad de la sefial
acustica y la biologia de la especie son fundamentales para poder predecir el efecto
que tiene el ruido sobre animales silvestres, de este modo, la intensidad del ruido, la
capacidad auditiva de la especie y la experiencia previa al ruido pueden inducir
diferentes respuestas (Tyack et al. 2011, Goldbogen et al. 2013, Dokseeter et al. 2009).

El ruido a causa de la urbanizacion ha ido en aumento (Babisch et al. 2006),

solamente en E.E.U.U. se ha observado que el ruido del trafico vehicular en los Gltimos
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40 afos ha superado en un factor de 10 al crecimiento poblacional de la poblacion
humana (Barber et al. 2010). En humanos, varios estudios han relacionado el ruido
ambiente con el aumento de ciertas patologias asociadas al estrés, tales como
trastornos del suefio (Fyhri y Aasvang 2010), enfermedades cardiovasculares (Babisch
et al. 2006) y trastornos cognitivos y de aprendizaje (Szalma y Hancock 2011). Por lo
tanto, el estar constantemente expuesto al ruido urbano ha sido propuesto como un

factor de estrés que puede afectar a todas las especies (Shannon et al. 2016).

1. 1 Respuestas fisioldgicas al estrés: glucocorticoides

Frente a una perturbacién del ambiente se activa el eje hipotalamo-hipofisis, el cual
envia la sefial a las glandulas adrenales quienes, a su vez responden incrementando la
produccion de glucocorticoides (Sapolsky et al. 2000). En el caso de las aves, el
principal glucocorticoide es la corticoesterona (CORT) (Sapolsky et al. 2000). Esta
respuesta fisioldgica es considerada un mecanismo de defensa frente al estrés ya que
el aumento de glucocorticoides genera una re-distribucion de energia hacia aquellos
organos de mayor demanda y un mejor desempefio en la actividad locomotora,
aumentando asi las posibilidades de sobrevivencia del individuo (Romero 2004). Sin
embargo, una exposicion prolongada a una perturbacion y un incremento sostenido en
las concentraciones de glucocorticoides genera efectos potencialmente negativos para
el organismo, como por ejemplo, depresion del sistema inmune (Babisch et al. 2006)
y aumento de estrés oxidativo mediante la produccion de radicales libre (Constantini
et al. 2008) con el consecuente dafio a nivel celular y genético (Meillere et al. 2015).
Diversos trabajos han investigado la respuesta a estrés mediada por la liberacion de

glucocorticoides, sin embargo, son escasos los estudios que han relacionado los
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factores estresantes con los niveles de estrés oxidativo y la capacidad antioxidante

(Isaksson 2015).

1.2 Estrés oxidativo y capacidad antioxidante

El dafo oxidativo ocurre cuando los niveles de pro-oxidantes, tales como como las
especies reactivas de oxigeno/nitrégeno (ROS/RNS) superan la capacidad defensiva
del organismo (capacidad antioxidante) para remover estos niveles excesivos
(Halliwell y Gutteridge 2015). También puede ocurrir debido a una disminucién en los
niveles de antioxidantes o por la deplecion de cofactores dietarios, tales como selenio,
magnesio o0 zinc, los cuales potencian la actividad de las enzimas antioxidantes
(Constantini 2008). Independientemente de la forma en que se generan, el resultado
final de este desequilibrio genera un exceso de ROS/RNS. El dafio oxidativo ha sido
relacionado a: (i) patologias de diversa indole tales como neoplasias, enfermedades
cardiovasculares y pulmonares (Halliwell y Gutteridge 2015), (ii) trastornos durante
el desarrollo, ya que ejerce regulacion sobre la activacion de factores de crecimiento
(Sheldon y Verhulst 1996) v (iii) acelerar el proceso de envejecimiento mediante el
acortamiento de los telémeros (Von Zglinicki 2002). Por ello, existen diversas
estrategias para defenderse del dafio oxidativo, de ellas, el tripéptido glutation (GSH)
es uno de los antioxidantes mas importantes (Galvani et al. 2000). Este reduce a las
especies reactivas de oxigeno/nitrégeno mediante la donacién de electrones, de manera
similar a como lo hace el a-tocoferol y el acido ascorbico (Vitamina E y C
respectivamente) (Limon-Pacheco y Gonsebatt 2009). Se ha observado que niveles
elevados de radicales libres pueden llevar a una disminucion de GSH (Jaeschke 1990,

Galvani et al. 2000). Por otro lado, niveles elevados de glucocorticoides pueden
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disminuir la actividad de la enzima glutation-peroxidasa, disminuyendo asi los nivles
de GSH (Patel et al. 2002). Por lo tanto, en un ambiente estresante, ya sea por altos
niveles de CORT o altos niveles de ROS, se espera que los niveles de GSH sean
menores en relacion a un ambiente menos estresante. Por ejemplo, al comparar niveles
de GSH en tejidos del pulmén e higado de dos poblaciones del Carbonero comin
(Parus major), una silvestre y otra urbana, no se observaron diferencias significativas
(Isaksson et al. 2005). Sin embargo, al medir GSH desde plasma en esta misma especie
en dichos ambientes, contrario a lo esperado, se observé que los individuos que
habitaban en el ambiente urbano tenian niveles mayores de GSH (Isaksson et al. 2005).
Ademaés, recientemente se ha sugerido que el GSH, al ser un antioxidante y
neurotransmisor, podria ser un conector entre el ambiente estresante y el
comportamiento resultante (Isaksson 2015). Por ejemplo, en pichones de gallo (Gallus
gallus domesticus) se observé que a medida que aumentan los niveles de GSH algunos
comportamientos de ansiedad disminuyeron, lo que se vio reflejado en una
disminucion en las vocalizaciones y un aumento de las horas de suefio (Yamane et al.

2007).

1.3 Efectos del ruido sobre el comportamiento

Algunas investigaciones han observado que el ruido de ciudad puede generar cambios
en el comportamiento (Karp y Root 2009, DeRuiter et al. 2013). Por ejemplo, el
carbonero comun (Parus major), aumenta las vocalizaciones y cambia los patrones
acusticos en zonas urbanas (Mockford y Marshall 2009). En el pinzon vulgar
(Fringilla coelebs) cambia los patrones de vigilancia (Quinn et al. 2006) y el gorrion

comun (Passer domesticus) aumenta los tiempos que permanece vigilante (Meillere et
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al. 2015). Por otro lado, el estrés cronico (e.g., a sonido sostenido) tiene el potencial
de degradar la capacidad auditiva, aumentando asi las probabilidades de no oir a un
depredador (Siemers y Schaub 2011). También se ha comprobado que interviene de
manera negativa en la capacidad comunicativa intraespecifica (Hatch et al. 2012), en
la orientacion espacial (Ellison et al. 2012, Shannon et al. 2016) y puede aumentar la
inmovilidad tonica (Campo et al. 2005).

Los efectos del ruido pueden a su vez variar en relacion a la ontogenia del
individuo; se ha sugerido que la exposicion al ruido en etapas iniciales del desarrollo
puede llevar a trastornos cognitivos y dificultades en el aprendizaje en conductas
vitales para el desempefio del individuo adulto (Calandreau et al. 2011, Isaksson 2015).
Por lo tanto, el ambiente acUstico durante el desarrollo podria tener efectos a largo
plazo en la capacidad cognitiva de un organismo, aspecto que aun no se ha estudiado
en profundidad.

Como se indico anteriormente, el aumento de la poblacion humana tiene como
consecuencia un aumento del ruido urbano. A la fecha existen diversos trabajos que
han propuesto que el ruido de ciudad representa un factor de estrés para animales
(niveles de CORT: Powell et al. 2006, Cyr et al. 2007, Barber et al. 2010, Crino et al.
2011, Blickley et al. 2012, Shannon et al. 2016, Kleist et al. 2018, niveles de ROS:
Isaksson et al. 2005, Constantini 2008, Isaksson et al. 2009, Moller et al. 2010,
Herrera-Duefas 2014, y acortamiento de telomeros: von Zglinicki 2002, Nanda et al.
2002, Spencer et al. 2008, Salmon et al. 2016, Young et al. 2017). Sin embargo, hasta
la fecha ningun estudio ha evaluado el efecto que el ruido de ciudad, percibido durante
el desarrollo, tiene sobre el posterior a la perturbacion. Por otro lado, la mayoria de los

estudios relacionados al ruido de ciudad como factor estresante se han enfocado en
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cuantificar CORT y ROS, y hasta donde tengo conocimiento, ninguno estudio ha
cuantificado los niveles de GSH. Como se menciono anteriormente, este tripéptido es
el principal antioxidante y se ve afectado tanto por CORT como por ROS, lo que lo
convierte en un marcador que incorpora ambas fuentes estresantes. Finalmente, este
tripéptido es a su vez un neurotransmisor, por lo que recientemente ha sido propuesto
como un agente adecuado para evaluar la relacion entre estrés y comportamiento. Por
lo tanto, en este estudio se evalud el efecto del ruido de ciudad (Santiago de Chile),
percibido durante el desarrollo, sobre los comportamientos de aprendizaje y memoria
en una especie con desarrollo precoz, la codorniz (Coturnix japonica). A su vez se,
cuantificaron los niveles de GSH para determinar si dichos niveles varian en relacion

a la exposicion del ruido de ciudad.

1.4 Coturnix japonica como modelo experimental

La codorniz japonesa C. japonica es una galliforme presente en Chile con fines
comerciales. La codorniz es un buen modelo para este estudio debido a (i) que un
trabajo previo en esta especie (Calandreau et al. 2011) mostré que la exposicién de un
ruido monotonico de 1s de duracién es percibido como estrés (aumentaron niveles de
CORT) y afecta algunas habilidades cognitivas, y (ii) por ser una especie de desarrollo
precoz, permitiendo descartar efectos maternos, que en aves altriciales serian la tasa
de aprovisionamiento (Rensen et al. 2010) y los posibles efectos de competencia entre

hermanos (Quirici et al. 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar si el ruido de ciudad durante el desarrollo de un individuo representa un
factor de estrés, inferido a través de los niveles de GSH, y si dicho estrés afecta el

comportamiento de aprendizaje y memoria en la codorniz.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar si los niveles de glutation en las codornices sometidas al
ruido de ciudad difieren de los mismos en relacion con las codornices
sometidas a ruido rural durante el desarrollo.

e Evaluar si el comportamiento de movilidad tonica varia entre el grupo
ciudad y rural.

e Evaluar si el aprendizaje y la memoria de las codornices difiere entre

el grupo ciudad y rural.
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3. HIPOTESIS Y PREDICCIONES

3.1 Hipdtesis 1: el ruido de ciudad representa un estimulo estresante para las
codornices en desarrollo, generando respuestas fisiologicas diferentes a individuos de

zonas rurales, sin exposicion a ruidos urbanos.

Prediccidn: las codornices expuestas a ruido de ciudad presentaran menores niveles de

GSH que aquellas expuestas a ruido rural.

3.2 Hipdtesis 2: si el ruido de ciudad es un factor estresante (H1), entonces la
exposicion al ruido durante el desarrollo tendra efectos a largo plazo sobre el

aprendizaje.

Prediccidn: Se espera encontrar menores capacidades de aprendizaje de las codornices
en el grupo expuesto al ruido de ciudad con respecto a aquellas expuestas a sonidos

silvestres.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Modelo experimental

Se utilizaron 40 codornices japonesas (Coturnix japonica) de dos semanas de edad,
provenientes de un criadero autorizado (David Vattuone Calle). Las codornices fueron
pesadas, se les coloco un anillo pléstico de color para su individualizacién y a continuacion
se asignaron a dos tratamientos: i) ruido de ciudad (n = 20) y ii) ruido rural (n = 20), de
forma que no difirio el peso de los grupos. Las aves de ambos tratamientos se alojaron en
cuartos separados acusticamente, en el campus Colina de la Universidad Andrés Bello. Al
terminar el periodo experimental se midi6 la inmovilidad ténica y se midieron los niveles de
glutation de las 40 codornices e inmediatamente las codornices fueron separadas y colocadas
en jaulas individuales (ya que a esa edad eran capaces de termorregular por si solas). A un
sub-conjunto de estos animales (6 codornices por tratamiento) se le realizaron pruebas de
memoria espacial (véase méas abajo). Debido a que las codornices comienzan a termorregular
alas 4 semanas de edad (Vassallo et al. 2014), fueron colocadas en grupo de a tres individuos
por jaula (30 cm ancho x 25 cm alto). El piso de la jaula fue cubierto con papel corrugado y
las jaulas fueron de rejilla para que hubiese contacto visual y auditivo entre las codornices.
La comida y agua fueron entregadas ad libitum segun los requerimientos propios de su edad
(véase Woodard et al. 1965). La temperatura maxima y minima de las salas fue monitoreada
con un termémetro de maxima y de minima. La temperatura maxima de la sala ruido ciudad
(29.87 £ 2.35 grados Celsius, media = DE, n = 8) fue similar a la temperatura maxima de la
sala ruido rural (31.00 + 1.19) (p= 0,023). La temperatura minima de la sala ruido ciudad

(22.06 £ 1.20) fue similar a la temperatura minima de la sala ruido rural (22.97 + 2.43)
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(p=0,57). La temperatura promedio de la sala ruido ciudad (25.96 + 5.52) fue similar a la
temperatura promedio de la sala ruido rural (27.06 + 5.57) (p=0,13). Las aves no se
manipularon durante el periodo de la exposicidon al ruido y solo visualizaron al personal al
momento de la alimentacion, la cual se realiz6 de manera calmada, homogénea y
precaviendo no alterar a los animales. La investigacion se realizé con el permiso de Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA), Universidad de Chile (N°: 18112-

FCS-UCH).

4.2. Grabacion ruido de ciudad

Las grabaciones de ruidos urbanos se llevaron a cabo en el centro de Santiago en
avenidas (n = 5), autopistas (n= 4) y una estacion de metro (n= 1) utilizando un
sonémetro (Bruel y Kjaer 2250) equipado con un micro6fono de rango de frecuencia
extendido (Bruel y Kjaer 2250) un cable de extension de 3 m y un parabrisas. El
microfono se colocd a una distancia minima de 5 m de la esquina en las avenidas, a
unos 6 m sobre el pavimento en las carreteras ya unos 4 m del ferrocarril en la estacion
de metro. Las amplitudes méaximas de los ruidos registrados promedian 94,5 dB
(rango: 88,1-100,8 dB). Los segmentos de 2 s de duracion, incluidos los intervalos de
amplitudes maximas de cada ruido, se seleccionaron y pegaron sucesivamente 3 veces
para obtener pistas de 10 min de cada ruido. Las pistas de ruido de 10 min se
normalizaron con la misma amplitud maxima y se presentaron en secuencias
aleatorias, dejando 3 min de intervalos silenciosos entre presentaciones sucesivas de
ruido. Los ruidos se reprodujeron con una computadora mediante un amplificador

(NAD 3029i).
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4.3 Tratamiento ruido de ciudad y ruido rural

Por un periodo de 8 dias a las codornices del tratamiento ruido de ciudad se les
reprodujo el ruido de Santiago centro durante 8 horas (de 10:00 a 18:00 hs) en una
habitacion aislada acusticamente (goma, plumavit y madera) y forrada con espuma
acustica para evitar ecos dentro de la habitacion. Los dB promedio del cuarto ruido
ciudad fueron 82,12 (+ 1,74). Las codornices del tratamiento ruido rural estuvieron en
otra habitacion en las mismas condiciones de alimentacion y temperatura, pero sin la
exposicion al ruido de ciudad. Esta habitacion que no estaba aislada actsticamente
permitia el ingreso del ruido de la localidad de Colina (caballos, gallinas y tréfico
esporédico de vehiculos). Los dB promedio del cuarto ruido rural fueron 63,23 (+
5,83). Se designo al comienzo del experimento como dia 1, por lo que el experimento

abarcé del dia 1 al dia 8.

4.4 Peso corporal e inmovilidad ténica

Siguiendo a la investigacion de Calandreu y colaboradores (2011), el dia siguiente de
finalizar el tratamiento (dia 9), se pesaron todas las codornices y se les realizo la prueba
de inmovilidad tonica (TI). Esta es una prueba estandar para medir el miedo en aves
(sensu Jones 1986, Jones et al. 1994). Para la medicion de la duracion de la inmovilidad
tonica, cada codorniz fue llevada a otra habitacion sin codornices, posteriormente se
coloco boca arriba en la mano de uno de los experimentadores (VQ) durante 10 s. El
experimentador permanecio silencioso y practicamente inmdvil en la habitacion. Un

segundo experimentador se coloco alejado de la codorniz y anotd el tiempo que la

23



codorniz tardd en tratar de incorporarse (T1), luego de 10 s. Si Tl no se logré después
de 5 intentos sucesivos, se obtuvo una puntuacién de 0 s. Por el contrario, si el ave no
se enderez6 después de 5 min, la prueba se dio por finalizada y se le otorgé una

puntuacién méxima de 300 s.

4.5 Experimento aprendizaje

El dia 10, cada codorniz fue sometida a un proceso de acondicionamiento, mediante
habituacion y entrenamiento espacial, siguiendo las especificaciones de Calandreau y
colaboradores (2011). Para este proceso, se utiliz6 una arena de PVC blanco, la cual
estaba dividida en dos sectores: sector casa y sector laberinto (Fig. 1). Ambos sectores
estaban conectados por una puerta corrediza. El sector laberinto estaba dividido en 5
compartimentos de igual tamafio, cada uno con un pocillo de ceramica el cual puede o
no contener alimento (el mismo que se dio de alimentacién diaria) de recompensa
(seguin corresponda). Cada compartimento tuvo ademas una nomenclatura dibujada en
el muro para ayudar a la asociacion en el aprendizaje de cada ave (cruz negra, circulo,
cuadrado, rectangulo, tridngulo). El laberinto se encontraba en una pieza sin
codornices y las pruebas fueron grabadas con cdmara de video para posterior analisis

en el laboratorio.
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Figura 1. Arena de entrenamiento, dividida en dos sectores: sector casa y sector

laberinto.

4.5.1 Habituacion

Dos horas antes de la habituacion asi como del entrenamiento espacial, la comida fue retirada
de la jaula de la codorniz. Durante dos dias consecutivos (dia 10 y 11), cada codorniz fue
posicionada en el centro de la arena una vez al dia y se le permiti6 explorar libremente los

compartimientos durante 30 min. Todos los pocillos tuvieron recompensa (alimento).

4.5.2 Entrenamiento espacial

Durante 3 dias consecutivos (desde el dia 12, 13 y 14), las 6 codornices de cada grupo
fueron entrenadas cinco veces al dia. Cada entrenamiento consistio en colocar a la
codorniz dentro del sector casa de la arena, se abri6 la compuerta y se permitié al ave
explorar el sector laberinto, donde solo un pocillo contenia el alimento de recompensa.
Se anotd el tiempo desde que el ave entrd al laberinto hasta que encontré el alimento

y el nimero de veces que fall6. Las recompensas fueron posicionadas siempre en el

25



mismo lugar (e.g., pocillo 2), a su vez se cambi la posicion del pocillo de recompensa
entre las aves, de manera de evitar preferencias hacia la izquierda o derecha. El
entrenamiento termind una vez que el ave encontrd la recompensa, 0 COMoO Maximo,
pasados los 5 min. Entre cada prueba el ave fue devuelta al sector casa. Como
indicativo de rendimiento de aprendizaje y memoria se calculd la media del tiempo en
que la codorniz demoré en encontrar la recompensa (s) y el nimero medio de errores

(numero) para cada codorniz por dia.

4.6 Analisis de datos

Tanto el peso promedio de las codornices (g) luego del tratamiento, la inmovilidad
tonica (s) y los niveles de GSH (uM) fueron comparados con modelos lineales mixto.
Los efectos fijos fueron el tratamiento y el sexo, se incluyd la jaula como efecto

aleatorio.

Para determinar si los comportamientos de encuentro y error variaron a través
de los tres dias de experimentacion, se utilizé un analisis de medidas repetidas (el
individuo como unidad de muestreo). Dado el reducido tamafio de muestra, se utilizd
una prueba no paramétrica (Friedman). Los andlisis fueron realizados con el software
SPSS, las pruebas fueron de dos colas y los resultados estan reportados en media +

SD.
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5. RESULTADOS

5.1 Peso corporal e inmovilidad tonica

Los resultados del modelo mixto (la caja como efecto aleatorio) mostraron que no hubo
diferencias significativas en el peso final de las codornices al finalizar el tratamiento
(grupo ruido = 47.76 £ 4.82 g, grupo control = 48.91 + 4.79 g) (t12 = 1.07; p = 0.30).
No hubo efecto del sexo (t19 = 1.16, p = 0.26), ni de la interaccidn entre grupo y sexo

(t19 = 0.77, p = 0.45).

A la vez, los resultados del modelo mixto (caja como efecto aleatorio),
mostraron que no hubo diferencias significativas en el comportamiento durante la
prueba de inmovilidad tonica (grupo ruido= 29.95 * 25.95 s, grupo control = 26.06 +
31.53 s) (tiz = 0.54; p = 0.60), no hubo efecto del sexo (tio = 1.11; p = 0.30) o
interaccion entre grupo y sexo (tio = -0.22, p = 0.83). Sin embargo, los niveles de
glutation, analizado como co-variable, mostraron efectos significativos (tio = 2.85, p =
0.02). Los individuos con niveles mas altos de glutation demoraron mas tiempo en

abandonar la posicién estatica (Figura 2).
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Figura 2. Relacion entre niveles de glutation (uM) e inmovilidad ténica (segundos)(tio

=2.85, p = 0.02).

5.2 Niveles de GSH

Los resultados del modelo mixto (caja como efecto aleatorio) mostraron diferencias
significativas en los niveles de glutation (ti = - 2.77, p = 0.02). El grupo ruido de
ciudad presentd niveles mayores (16.86 + 8.81 uM) al grupo ruido de campo (9.30 £
5.59 uM) (Figura 3). No hubo efecto del sexo (t1s =-1.16, p = 0.27), ni de la interaccion

entre grupos y sexo (tig = 0.77, p = 0.45).
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Figura 3. Box-plot de los niveles de glutation (uM) en grupo ruido ciudad y ruido
rural. (te = - 2.77, p = 0.02). La caja representa el 50% de los datos, mientras que la

barra de en medio representa la mediana. Los puntos corresponden a los valores

aislados o outliers.

5.3 Aprendizaje y memoria

Una vez finalizado el periodo experimental con el ruido de ciudad, ambos grupos, el
rural y el bajo ruido urbano, fueron sometidos a pruebas de acondicionamiento durante

3 dias, con la finalidad de observar posibles diferencias entre ellos. En la Figura 4 se
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observa el desempefio de cada individuo en la prueba de aprendizaje y memoria.
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Figura 4. Tiempo (segundos) que tarda cada individuo (n = 6) del grupo (A) y el grupo

ciudad (B) en encontrar la recompensa, durante los tres dias de entrenamiento (cada

color representa un individuo).
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Los resultados de la prueba de Friedmann indicaron que, en el grupo que habia sido
expuesto al ruido rural, no hubo diferencias significativas en el tiempo en que las
codornices tardaron en encontrar la recompensa a través de los tres dias que duro el
experimento (Chi-cuadrado = 0.33, p = 0.85, df = 2) (Figura 4). Los resultados de la
prueba de Friedmann indicaron que, en el grupo que habia sido expuesto al ruido de
ciudad, hubo diferencias significativas en el tiempo en que las codornices tardaron en
encontrar la recompensa a traves de los tres dias que dur6 el experimento (Chi-
cuadrado = 6.86, p = 0.03, df = 2), indicando que el tiempo fue mayor en el tercer dia

(Figura 5).
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Figura 5. Box-plot del tiempo en que las codornices del grupo rural y el grupo ciudad
tardan en encontrar la recompensa a lo largo de los tres dias que dur6 el experimento.
Los cuadros azules representan al grupo rural y los rojos al grupo ruido. La caja
representa el 50% de los datos, mientras que la barra de en medio representa la

mediana. Los puntos corresponden a los valores aislados o outliers.

Los resultados de la prueba de Friedmann indicaron que, en el grupo que habia sido
expuesto al ruido, no hubo diferencias significativas en el nimero de veces en que las
codornices fallaron en encontrar la recompensa a través de los tres dias que duro el
experimento (Chi-cuadrado = 2.33, p = 0.31, df = 2) (Figura 6). En tanto, en el grupo
que habia sido expuesto al ruido de ciudad, no hubo diferencias significativas en el
namero de veces en que las codornices fallaron en encontrar la recompensa a través de

los tres dias que duré el experimento (Chi-cuadrado = 0.36, p = 0.84, df = 2) (Figura
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Figura 6. Box-plot del nimero de veces en que las codornices del grupo rural y el
grupo ciudad fallaron en encontrar la recompensa a lo largo de los tres dias que durd
el experimento. La caja representa el 50% de los datos, mientras que la barra de en

medio representa la mediana. Los puntos corresponden a los valores aislados o outliers.
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6. DISCUSION

El objetivo principal de este estudio fue determinar si el ruido de ciudad durante el
desarrollo de un individuo representa un factor de estres, inferido a traves de los
niveles de GSH, y si dicho estres afecta el comportamiento de aprendizaje y memoria
de la codorniz. Contrario a lo esperado, observamos que las codornices que habian
sido expuestas durante su desarrollo al ruido de ciudad presentaban niveles mayores
de GSH. Observamos también que, para el Gltimo dia de experimentacion, las
codornices del grupo que habia sido expuesto al ruido de ciudad demoraron mas en

encontrar la recompensa.

6.1 Niveles de GSH

Contrario a lo esperado, encontramos que los niveles del GSH fueron
significativamente mas altos en el grupo expuesto al ruido de ciudad en comparacién
al grupo rural. Algunos estudios han sugerido que la capacidad antioxidante puede ser
explicada por factores ambientales relacionados a estrés (Costantini y DellOmo 2006;
Rubolini et al. 2006). En el caso de la GSH, existe evidencia de que aves en ambientes
mas estresantes, tienen niveles mayores de este antioxidante, como por ejemplo, en el
trabajo de Isaksson et al. (2005), quienes al comparar dos poblaciones del carbonero
comun, una de ciudad y otra de ambiente de ambiente rural, encuentran que las aves
adultas de ciudad presentan niveles mas altos de glutation reducido (GSSG:GSH), sin
embargo el total de glutation (reducido y oxidado) no varié entre los dos ambientes.

Basandonos en dicha evidencia, se podria inferir que los niveles mas altos de glutation
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en el grupo ruido fueron debidos a un mayor estrés ambiental, lo cual se reflejo en una
mayor produccién del antioxidante glutation, situacion que estaria siendo provocada
solo por el estrés acustico. Es decir, el ruido de ciudad por si solo es capaz de modificar
la capacidad antioxidante de un organismo. Estos resultados son consistentes con la
hipétesis de que los niveles de antioxidantes reflejan la produccion de radicales libres
(Constantini 2008, Herrera-Duefias et al. 2014, Isaksson et al. 2011, Mollet et al.
2010), y a su vez que el ruido de ciudad representa un factor de estrés para las aves
(Shannon et al. 2016, Davies et al. 2017, Isaksson 2015). Ademas, existe evidencia de
que la pérdida de audicion esta relacionada con los niveles de antioxidante. Un estudio
experimental suministré GSH intraperitoneal a coballas (Cavia porcellus) que habian
sido expuestas a niveles altos de ruido (sobre 118 dB), encontrando que hubo una
menor degeneracion coclear en aquellas que recibieron este tratamiento (Ohinata et al.

2000).

Sin embargo, el hecho de haber encontrado niveles mayores de GSH en el
grupo ruido podrian tener otra explicacion.: los niveles de glutation mayores en el
grupo ruido podrian indicar que la capacidad antioxidante de estos individuos es
mayor, y que su organismo estad respondiendo de manera mas eficiente al estrés
acustico. Sin embargo, queda demostrado que existe una mayor movilizacién del
sistema antioxidante glutation causado por el dafio oxidativo, inducido por un estresor
ambiental, que en este caso fue el ruido de ciudad. Si este entorno de estrés acustico
se mantuviese en el tiempo, se podria esperar que la capacidad antioxidante varie
debido a otras demandas fisioldgicas, por ejemplo, el costo de reproduccion (Alonso-
Alvarez et al. 2004). Ademas, a nivel poblacional el dafio oxidativo ha sido relacionado

con menores tasas de sobrevivencia y menor tamarfio corporal de la nidada (Cohen et
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al. 2008), menor éxito reproductivo (Alonso-Alvarez et al. 2004) y procesos de
envejecimiento prematuro, mediante el acortamiento de telomeros (von Zglinicki
2002). Sin embargo, utilizar el glutation como Unico parametro para inferir el nivel de
dafo oxidativo a largo plazo puede ser insuficiente, por lo cual, utilizar otras variables

en estudios a largo plazo, podria ser util para resolver estas interrogantes.

Por otro lado, también se observd una asociacion entre los niveles de GSH
relacionadas al tiempo de inmovilidad ténica: Las codornices que demoraron mas
tiempo en abandonar la posicion inmovil presentaron niveles mas altos de GSH (tio =
2.85, p = 0.02). El estado de inmovilidad tonica es una reaccion que tal como indica
su nombre, involucra la inmovilidad fisica del sujeto. El patrén en comin de inducir
este estado es la restriccion fisica durante un periodo breve de tiempo, posterior al cual
el ave en lugar de reincorporarse rapidamente permanece estatica y en un estado
similar al catatdnico descrito en medicina humana (Gallup y Maser 1977). Este estado
ha sido relacionado con situaciones estresantes, las cuales generan aumento en la
frecuencia cardiaca, tremores involuntarios, alteracion en patrones de
electroencefalografia (Babish 2006) y aumento en la tasa respiratoria, generando de
esta forma un incremento en la produccion de radicales libres (Gallup 1977). Los
resultados del presente estudio podrian estar indicando que la inmovilidad tonica, ya
catalogada anteriormente como una medida de estrés en aves, genera cambios en el
estado antioxidante, lo que su vez provocaria una mayor produccién de antioxidante

glutation en respuesta a este aumento.

Pocos estudios han relacionado la inmovilidad tonica y niveles de antioxidantes (Perai
et al. 2014, Egbuniwe et al. 2016). Por ejemplo, el uso de acido ascorbico en la dieta

de pollos broiler disminuyd los tiempos de inmovilidad tonica y mejord la actividad
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de enzimas antioxidantes como la glutatién peroxidasa y la superoxido dismutasa
(Egbuniwe et al. 2016). Por otro lado, la suministracion de GSH por via
intracerebroventricular, induce efectos sedantes e hipnoticos en pollos neonatales
(Yamane et al. 2007), lo cual podria estar relacionado con que las codornices con

mayores niveles de GSH fueron las que permanecieron mas tiempo estaticas.

En relacion con el ruido de ciudad, éste no gener6 variabilidad significativa en la
respuesta inmovil de los individuos. En estudios anteriores, la presencia de ruidos
fuertes (120 dB) se relaciond directamente con un mayor tiempo de permanencia en la
posicién inmovil (Gallup 1977). Se podria inferir que el ruido al que se sometieron las
codornices del presente estudio no fue suficientemente alto como para generar un alza
tan notoria en el tiempo de inmovilidad tonica, sin embargo, si afecto la produccion de

GSH vy el aprendizaje y la memoria.

6.2 Aprendizaje y memoria

Comprobamos que el ruido de ciudad genera diferencias en el aprendizaje en aves
jovenes, ya que las codornices expuestas al ruido de ciudad demoraron
significativamente mas tiempo en encontrar la recompensa al tercer dia de
acondicionamiento. Existe evidencia de que el estrés puede generar déficits cognitivos
y de memoria en diversos taxa (Romero y Wingfield 2015). En las ratas se ha
observado que periodos cortos de estrés inducido por manipulacién manual son
suficientes para generar deplecion de la capacidad cognitiva y de la memoria espacial
(Sandi et al. 2003), esta ultima, entendida como la capacidad de un individuo de

reconocer su ambiente y la orientacion espacial dentro de dicho ambiente (Healy
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1998). De manera similar en pollos (Gallus gallus domesticus), el estrés provocado
por alteracion del fotoperiodo mediante la utilizacion de un foco de luz a tiempos
impredecibles generd disrupcion de la memoria espacial (Lindgvist et al. 2007,
Lindgvist et al. 2009). Por el contrario, una semana de estrés mediante manipulacion
en codornices, generd un mejor desempefio de éstas en la capacidad de recordar objetos
en determinados lugares (Calandreau et al. 2011). Este dltimo trabajo incluye la
habituacién y el entrenamiento espacial de manera similar a lo realizado en la
investigacion de esta tesis, sin embargo, el estrés aplicado en este caso no fue suficiente
para afectar de manera profunda las habilidades de memoria en las codornices.
Nuestros resultados sugieren, que el ruido de ciudad genera un efecto mas significativo
a nivel cerebral durante etapas iniciales de crecimiento, que el estrés por manipulacion.
En humanos, niveles altos de ruido han sido relacionados con problemas en la memoria
de reconocimiento en nifios (Lercher et al. 2003). En ratas (Rattus norvegicus), se han
obtenido resultados similares (Cui et al. 2009). En esta investigacion, las ratas fueron
entrenadas en un laberinto que contenia pistas visuales y recompensas en determinadas
posiciones. Uno de estos grupos fue sometido a ruido (un bip transmitido por un
generador de ruido) y el otro actué como control. Los individuos que experimentaron
el ruido fueron los que demoraron mas tiempo en encontrar la posicion con la
recompensa. Por otro lado, en un estudio sobre las vocalizaciones de una especie de
paseriforme (Taeniopygia guttata) a edades tempranas, un grupo fue sometido a
niveles de ruido extremo (>110 dB) y una vez terminado el periodo de exposicion,
ninguna de estas aves pudo vocalizar de manera “normal” (Funabiki y Konishi 2003).
La explicacion dada por los autores ante este fendmeno fue que el ruido interfirio en

la capacidad de aprendizaje de canto de dichas aves.
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Estas dificultades en el aprendizaje podrian ser el resultado de cambios en el
patron neuronal, en los receptores neuronales o por variacion en los neurotransmisores.
El papel de los radicales libres de oxigeno (ROS) en la neurodegeneracién y en el
declive cognitivo han sido documentados previamente (Gallagher et al. 1996, Berr et
al. 2000). La pérdida de memoria causada por el envejecimiento esta correlacionada
con ladisminucidn en los niveles de GSH en el plasma (Rinaldi et al. 2003). La cisteina
es el principal precursor de la biosintesis intracelular de GSH, y en humanos se ha
observado una disminucién fisioldgica de este precursor relacionado con la edad (Hack
et al. 1998), lo cual podria explicar los procesos de pérdida de memoria y de
capacidades cognitivas en personas de edad avanzada. En otros animales, sin embargo,
la correlacion entre GSH y la memoria ha sido poco estudiada. Se ha documentado
que la disfuncionalidad cognitiva en ratas de edad avanzada esta correlacionada con
niveles decrecientes de GSH plasmatico (Chen et al. 1989), y otros estudios han
relacionado la mejora en las habilidades de aprendizaje mediante la suplementacion
exodgena de N-acetylcisteina, la cual de manera indirecta aumenta la sintesis de
glutation (Chen et al. 1989, Banaclocha et al. 1997, Berr et al. 2000). Hasta la fecha,
esta relacion no ha sido descrita en animales jovenes. Los resultados obtenidos en esta
tesis apuntan a que existe una relacion directa entre los niveles de GSH y las aves que
demoran mas tiempo en encontrar la recompensa, pero en este caso los niveles de GSH
fueron mayores. Nuevamente, esto podria estar indicando que existe un mayor trabajo
por parte de estos animales en aumentar la produccion de antioxidante, probablemente
debido a un aumento en la producciéon de ROS, inducida por un estado de estrés
ambiental causado por el ruido de ciudad. En animales jévenes la capacidad

antioxidante no debiese estar en declive, por el contrario, debiese estar en un
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funcionamiento éptimo debido a que ain no presentan otras demandas fisiologicas que
impliquen una alta produccion de ROS (Constantini 2008), como por ejemplo el costo
reproductivo. Sin embargo, es preocupante que estos animales con mayores niveles de
GSH sean los que mas dificultad presentaron para recordar donde estaba la
recompensa, es decir, presentaron una menor memoria espacial. Estudios a largo plazo
son necesarios para lograr comprender a cabalidad las implicancias del estrés causado

por el ruido de ciudad sobre la capacidad antioxidante y cognitivas en las aves.

Finalmente es interesante notar que el peso corporal de las codornices no vario
entre los grupos. En este estudio se puso a prueba si el ruido de ciudad representaba
un factor de estrés en las aves en etapas de crecimiento, para lo cual el peso corporal
ha sido utilizado como un buen indicador de calidad del individuo en aves (Gray et al.
1990; Romero y Wikelski 2001) debido a que forrajean menos en situaciones
estresantes. En el presente trabajo no se observaron diferencias significativas en la
ganancia de peso entre los dos grupos. Una posible explicacion a este fendmeno podria
ser que dentro del modelo experimental que se utilizo, las codornices se encontraban
agrupadas de a tres por jaula, permitiendo de este modo una “impronta filial” que ya
ha sido descrita antes (véase Mills et al. 1997), considerando que se trata de una especie
de preferencia gregaria (Dorrance y Zentall 2001), lo cual podria amortiguar los

efectos del estrés al momento de la alimentacion.
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7. CONCLUSIONES

El ruido de ciudad representa un factor de estrés para las codornices, demostrado
mediante un mayor desempefio del sistema antioxidante glutation. A la vez, las
codornices que crecen en ambientes con ruido urbano presentan dificultades en las

capacidades de aprendizaje y memoria.
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