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RESUMEN

La generacion de una respuesta inmune efectiva contra los patégenos es esencial para
aumentar las probabilidades de supervivencia; sin embargo, la funcidén inmune es un
proceso costoso en términos de energia y nutrientes, y se encontraria en compromiso con
otras funciones bioldgicas. En este sentido, mucho se ha debatide sobre los costos
asociados a la respuesta inmune de organismos en desarrollo observandose que cuando
los organismos crecen en ambiente con recursos limitados es probable que la funcién
inmune presente compromisos con el crecimiento. Asi, las condiciones ambientales
experimentadas por los organismos en desarrollo parecen tener un rol esencial en la
respuesta inmune y los costos asociados. De esta manera, teniendo en cuenta que la
respuesta inmune es un proceso que requiere de altos niveles de energia y recursos, la
presente tesis intenta evaluar los siguientes objetivos: 1) evaluar las variaciones
especificas en la generacion de una respuesta inmune en funcién de la distintas etapas
del desarrollo y los efectos sobre el crecimiento y la masa corporal de las crias, 2)
determinar los efectos de un desafio inmune realizado durante el desarrollo sobre la tasa
metabdlica basal una vez que los organismos han alcanzado una edad mas avanzada, y
3) evaluar el efecto de la temperatura ambiental experimentada durante el desarrollo
sobre la respuesta inmune y los costos energéticos asociados. Para evaluar estos
objetivos, utilizamos como modelo de estudio a crias del roedor Octodon degus
(Octodontidae; Hystricognathi), evaluando la magnitud de la respuesta inmune innata

durante el primer mes de vida de la crias. Se¢ midieron los niveles de la citoquina pro-

inflamatoria Interleucina-1p (IL-1p), conducta asociados a un estado de enfermedad,




cambios en la temperatura corporal y cambios en la masa corporal como rasgos de la

respuesta inmune,

Los resultados obtenidos indicaron que: 1) la magnitud de la respuesta inmune
innata no presenta una variacion en funcion de la edad, y tanto la masa corporal como el
crecimiento no son afectados por la respuesta inmune, independiente de la etapa del
desarrollo en la cual se produce el desafio inmune, 2) la tasa metabélica basal de
individuos juveniles no fue afectada por el desafio inmupe realizado durante su
desarrollo, por lo tanto, la inversién de recursos a la funcién inmune durante el
desarrollo no afecta a largo plazo el presupuesto energético y 3) la exposicién a bajas
lemperaturas ambientales (bajo el limite inferior de la zona termoneutral) seria un factor
importante afectando de manera positiva la respuesta inmune innata, al menos, para los
componentes de la respuesta inmune analizados en esta tesis. Sin embargo, la
temperatura ambiental no afecto los costos energéticos de la respuesta inmune. De esta
manera, la magnitud de algunos componentes de la respuesta inmune innata de O. degus,
pareciera estar fuertemente influenciados por variables ambientales como la
temperatura. Sin embargo, no se enconir6 evidencia de la presencia de cCompromisos

entre la funcién inmune y la termorregulacion y el crecimiento en crias de O. degus.




ABSTRACT

The generation of an effective immune response against pathogens is essential to
increase the chances of survival; however, immune function is costly in terms of energy
and nufrients, and can be trade-off with other biological functions. In this sense, much
has been discussed about the costs associated with the immune response in developing
organisms, noting that when organisms grow in environments with limited resources, the
immune function could be traded-off with growth. Thus, environmental conditions
experienced by developing organisnis seem to have an essential role in the immune
response and the associated costs. Thus, considering that immune response is a process
that requires high levels of energy and resources, this thesis attempts to assess the
following objectives: 1) the specific changes in generating an immune response in
function to the different stages of development and the effects on growth and body mass
of the offspring, 2) the possible effects of an immune challenge experienced during
development on the basal metabolic rate once the individuals have reached an advanced
age in the development, and 3) the effect of the environmental temperature experienced
during the development of the immune response and the associated energetic costs. To
evaluate these objectives, we use as a study model young individuals of the rodent
Octodon degus (Octodontidae; Hystricognathi), evaluating the magnitude of the innate
immune response during the first month of life. Levels of pro-inflammatory cytokine
interleukin-1B (IL-1pB), sickness behavior, changes in body temperature and changes in

body mass as features of the immune response were measured.
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The results indicate that: 1) the magnitude of the innate immune response did not
exhibit a variation with age, and both body mass and growth were not affected by the
immune challenge, independent of the stage of development in which the immune
challenge was made, 2) the basal metabolic rate of juveniles was not affected by the
immune challenge experienced during development, therefore the investment of
resources to immune function during development does not affect the long-term energy
budget and, 3) the exposition to cold would be an important factor in the magnitude of
the immune response, enhancing the magnitude of the response. However, this effect
would be relevant only for certain components of the innate immune response studied in
this thesis. Moreover, the ambient temperature would have no effect on the energetic
costs of the immune response. Thus, the magnitude of some components of the innate
immune response of O. degu, appears to be strongly influenced by environmental
variables such as temperature. However, we did not found evidence of a trade-off
between the immune response and the thermoregulatory capacity and growth in pups of

Octodon degus.
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Introduccion general




INTRODUCCION

El sisterna inmune de vertebrados

Los organismos se encuentran expuestos a una gran diversidad de patégenos capaces de
disminuir su supervivencia y fertilidad. Sin embargo, los animales se protegen de estos
patogenos mediante el Sistema Inmune, constituido por una maquinaria de defensa que
incluye desde barreras fisicas hasta un sistema de proteccién patégeno-especifico
(Delves y col., 2008). El sistema inmune de vertebrados es una compleja red de 6rganos
que contienen células que reconocen y destruyen sustancias extrafias en el cuerpo
(Delves y col., 2008). En vertebrados, €l sistema inmune comprende una respuesta
inmune innata o natural y una respuesta inmune adquirida o adaptativa (Muchlenbein,
2010; Fig. 1). La respuesta innata, es una respuesta rapida y no especifica, e incluye dos
partes: (i) una respuesta humoral, que involucra sustancias (e.g. proteinas de choque
térmico, transferina, interferon) que interfieren con el crecimiento de los patégenos o los
agrupa para que puedan ser eliminados, y (ii) una respuesta celular, llevada a cabo por
células fagociticas (e.g. neutréfilos, macréfagos, baséfilos) que ingieren y degradan a los
patégenos (Delves y col., 2008). La respuesta inmune adquirida, es una respuesta lenta,
patégeno-especifica por lo que requiere activacion. Asi, el sistema adquirido constituye
una linea adicional de defensa, debido a que permite una respuesta secundaria rapida

durante una exposicién subsecuente al mismo patégeno.




| Principales mecanismos inmunes en vertebrados |

)
( !
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Citotoxicas Ayudantes
- Proteinas shock (CDB) (CD4)
—— | térmico
- Lisosima

Figura 1. Principales mecanismos inmunes de vertebrados. Modificado de Demas y col (2011).

La primera linea de defensa frente a una infeccién es la respuesta innata. La
respuesta de fase aguda (APR de su sigla en inglés), es un tipo de respuesta innata, y
consiste en una reaccion sistémica prominente del organismo a perturbaciones de su
homeostasis causadas por infeccion, lesiones de tejidos, trauma, crecimiento neoplasico,
0 trastornos inmunolégicos (Gordon y Koy, 1985; Gruys y col., 1999). Los macréfagos
y otros tipos celulares (neutrofilos, basofilos, células dentriticas), sintetizan citoquinas

proinflamatorias (e.g., interlencina-1f (IL-1p), interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis

tumoral o (TNF-o); Baumann y Gauldie, 1994) que acttan en el tejido periférico y en el




sistema mnervioso central para promover uma respuesta fisiolégica y conductual
(Baumann y Gauldie, 1994; Fig. 2). La respuesta fisiolégica incluye cambios en la
sintesis de enzimas hepaticas (Cooper, 1979; Blackburn, 1994), activacidén del eje
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) y un incremento de la temperatura corporal
(respuesta febril; Best y Schwartz, 2014; Kluger y Rothenburg, 1979;), todos cambios

asociados a un incremento en la defensa del hospedero.

Trauma Infeccién Neoplasia

l

-Generacion de citoquinasinflamatoriaspor mdndc’itdé;;j"macré,fééé’sz

l [L-1B,L-6, TNF-o,

Higado:sintesis de proteinasdé fasé'aguda

l Respuesta.sistémica

Respuesta de fase agtida

" Respuestaneuroendacrina

~Disminucién de actividad
-Respuesta febril ————5 | Resistenciaa la-enfermedad
" - Leucocitosis
~Anorexia

Figura 2. Respuesta de Fase Aguda. Frente a una infeccién o lesién, las células inmunes

sintetizan citoquinas pro-inflamatorias para promover una respuesta fisiologica y conductual.
Moedificado de Cray y col. (2009).




La conducta de enfermedad es un comportamiento observado durante el transcurso de
una enfermedad, que parece estar mediado por la actividad de las citoquinas, destinada a
apoyar los cambios metabdlicos y fisiolégicos que se producen en el animal enfermo y
que ayudan a enfrentar al patdgeno (Aubert, 1999; Hart, 1988;). Dentro de esta respuesta
conductual se encuentra una reduccion del apetito o anorexia (Aubert, 1999; Hart, 1988),
como una manera de reducir la ingestion de algunos micronutrientes (e.g hierro y zinc)
necesarios para la multiplicacion de los patégenos, disminucion en la actividad general e
incremento del tiempo estando agazapado ¢ dormido (Aubert, 1999; Hart, 1988), lo que
contribuirfa a conservar energia y promover la respuesta febril (Aubert, 1999; Hart,

1988).

Los tejidos y estructuras del sistema inmune (6rganos linfoides) se encuentran
conectados unos con otros mediante el sistema linftico, el cual contiene y transporta a
los linfocitos a través del cuerpo donde se encuentra el patégeno (Janeway y col., 2005).
En vertebrados existen dos tipos de organos linfoides primarios y secundarios. Los
Organos primarios, incluyen a la médula 6sea en mamiferos y otros vertebrados y la
Bursa de Fabricio en aves. Estos 6rganos son la fuente de las células progenitoras de
todos los tejidos linfoides y de un subtipo especifico de linfocitos, las células B. Los
drganos linfoides secundario estan constituidos por el timo, en donde los linfocitos que
migran de la médula ésea se desarrollan en un segundo tipo de linfocito, las células T
(Janeway y col., 2005). Las células B y T desempefian diferentes roles en la respuesta
inmune, sin embargo pueden actuar en conjunto e influir en otras funciones (Fig. 1). La

parte de la respuesta inmune que incluye a las células B es llamada humoral, debido a




que toma lugar en los fluidos corporales. La parte de la respuesta inmune que incluye a
las células T es llamada celular, ya que su accidn se desarrolla de manera directa entre la
célula T y el antigeno (Delves y col., 2008). Las células B producen anticuerpos que
pertenecen a un tipo especial de proteinas sanguineas, llamadas inmunoglobulinas (Ig),
las cuales neutralizan los patdgenos y sus productos (Delves y col., 2008). Las células T
no producen anticuerpos, més bien requieren de contacto directo con las células
infectadas para poder eliminarlas. En el timo, existen dos clases principales de células
T: células T auxiliares (helper T cells) y células T citotoxicas. Las primeras, secretan
moléculas llamadas interleucinas (IL) que promueven el crecimiento de las células B y
T. Las segundas, destruyen células infectadas con virus y otros patégenos y también
podrian destruir células cancerigenas. Las células T citotoxicas son también llamadas
linfocitos supresores, debido a que regulan la respuesta inmune suprimiendo la funcién
de las células ayndantes, de manera que el sistema inmune esté activo sélo cuando sea
necesario (Janeway y col., 2005). Asi, el sistema inmune es un sistema complejo que

funciona de una manera coordinada para destruir distintos tipos de patégenos.




Integrando la inmunologia y la ecolégica: ecoinmunologia

El sistema inmune es una de las funciones fisioldgicas mas importantes, siendo crucial
para la sobrevivencia de los individuos. Para esto, el sistema inmune actia como una
barrera a infecciones y enfermedades (Delves y col.,, 2008; Janeway y col., 2005),
identificando amenazas y coordinando una repuesta eficiente (Delves y col., 2008;
Janeway y col., 2005). Los estudios sobre el sistema inmune han sido centrales en el
drea de la medicina y ciencias de la vida (Silverstein, 1989), llevando a un gran
conocimiento sobre los mecanismos moleculares y celulares de este sistema. Sin
embargo, a pesar de los avances realizados de los estudios relacionados con los
mecanismos inmunes, el conocimiento de como los procesos ecoldgicos y dindmicas
evolutivas moldean el sistema inmune atin es escaso.

A mediados de la década de 1990, surge la inmunologia ecologica o
ecoinmunologia (Martin y col,, 2011; Schulenburg y col., 2009), un é4rea de
investigacion que integra las disciplinas de inmunologia y ecologia. La ecoinmunologia
sitia en un contexto ecolégico las bases moleculares y fisioldgicas de la respuesta
inmune (Sadd y Schmid-Hempel, 2008; Fig. 3), uniendo el estudio de los factores
proximales (mecanismos inmunes) con las presiones selectivas que actian sobre dichos
mecanismos (Sorci y col., 2008); evaluando como la seleccion natural ha moldeado la
inversion en la defensa inmune. De esta manera, el principal objetivo de la
ecoinmunologia es describir y explicar la variacién natural observada en la funcion
inmune (Sheldon y Verhulst, 1996) y, especificamente, por qué y cémo factores bidticos

y abidticos contribuyen a la variacién inmune en organismos en estado natural. Asi, la

ecoinmunologia tiene el potencial de clarificar cémo el genotipo y el ambiente conducen




a un fenotipo inmunolégico en organismos de vida libre y como estos fenotipos se

relacionan con patrones a un nivel ecolégico y evolutivo (Fig. 3).
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Figura 3. El estudio del fenotipo inmunoldgico permite tener una mejor comprension de los
patrones observados en ecologia y evolucion. Las bases moleculares y fisiolégicas de la
respuesta inmune son el resultado del ambiente y el genotipo que median la expresioén intra-
individual de los rasgos inmunolégicos. Modificado de Downs y col. (2014).




El estado actual de la ecoinmunologia es el resultado de mas de 30 afios de
investigacion estimulada fuertemente por la proposicién de la hipétesis de handicap de
inmunocompetencia (ICHH; Folstad y Karter, 1992), y luego reconocida afios més tarde
como disciplina con el trabajo de Sheldon y Verhulst (1996). En este dltimo estudio, los
autores proponen a los costos fisiolégicos y a la asignacion de recursos como las
principales causas de la variacidn observada en la funcién inmune. Desde entonces, los
estudios realizados a la fecha han tenido como foco principal de investigacién a los
costos relacionados con la generacion de una respuesta inmune, incluyendo a los
factores ambientales como moduladores de la funecién inmune.

Asi, desde la publicacion de los trabajos pioneros de Folstad y Karter (1992) y,
posteriormente, Sheldon y Verhlust (1996), el nimero de articulos relacionados con el
area de la ecoinmunologia ha incrementado uniformemente desde el afio 2000 (Martin y

col., 2011).

Variacion de la funcién inmune

La respuesta inmune en un contexto ecoldgico

La aproximacion tradicional al estudio de la interaccion parasito-hospedero ha sido
desde un contexto evolutivo, especificamente desde una mirada co-evolutiva (Flor,
1971; van Valen, 1973; Vermeij, 1994). En este tipo de interacciones, se distinguen tres
componentes principales (Schmid-Hempel, 2011): 1} virulencia, 2) infectividad y 3)
resistencia del hospedero. Segin la aproximacidn co-evolutiva al estudio de la

interaccién pardsito-hospedero, cualquier cambio observado en la virulencia,

infectividad o resistencia, seria el resultado de presiones selectivas mutuas entre

;




parasitos y hospederos (Bull, 1994; Frank, 1996; Kraaijeveld vy col., 1998). Esto
involucra que la interaccion permaneceria fija en una escala de tiempo ecologica, sin
tomar en cuenta el efecto de las condiciones ambientales experimentadas por los
individuos a lo largo de la vida.

Debido a que la asignacion de recursos se encuentra limitada por el balance
energético diario del animal, los recursos son asignados de manera diferencial a cada
funcion vital (Buckley y col., 2014; Weiner, 1992). Por lo tanto, bajo la asignacion de
recursos es realizada de acuerdo al estado de vida en que se encuentra el organismo
(Buckley y col., 2014), afectando los distintos componentes de la interaccion parasito-
hospedero. Asi, por ejemplo, bajo condiciones con limitacién de energia, un animal que
se enfrenta a una enfermedad asignard menos recurses a la resistencia a esa infeccion,
comparado con animales en condiciones menos limitantes, siendo menor la eficiencia de
la respuesta inmune del hospedero. De esta manera, la asignacion éptima de recursos a
la funcién inmune (Lochmiller y Deerenberg, 2000; Norris y Evans, 2000; Sheldon y
Verhulst, 1996), estarfa influenciada por factores ambientales (Catalan y col, 2011;
Cichon y col., 2002; Demas y col., 2011; King y col., 2013), siendo la temperatura

ambiental uno de las fundamentales.

Costos y compromisos de la respuesta inmune
Bajo el principio de la asignacién, cuando los recursos son finitos la expresiéon de todos
los rasgos en un individuo no pueden ser maximizados al mismo tiempo (Stearns, 1992;

Weiner, 1992), observandose una correlacién negativa entre rasgos que comparten

recursos en comiin (Stearns, 1992).
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El sistema inmune es un sistema esencial para los organismos. Su correcto
funcionamiento se relaciona con un aumento en la probabilidad de supervivencia de los
individuos y una mejor condicién corporal, dos componentes relacionadas con la
adecuacion biologica (Begon, 2006; Fitze y col., 2004; Mpller y col., 1990;). Sin
embargo, el sistema inmune involucra procesos fisioldgicos costosos (e.g. Martel y col.,
2014, Martin y col,, 2003; Norris y Evans, 2000; Sheldon y Verhulst, 1996) y cuando los
recursos son limitados, la funcién inmune puede verse comprometida por otras
funciones biologicas (Demas y col., 2011; Iseri y Klasing, 2013; Klasing y Leschinsky,
1999; Lochmiller y Deerenberg, 2000; Norris y Evans, 2000). En este sentido, se ha
observado la existencia de compromisos entre la funcién inmune y el crecimiento
(Brommer, 2004; Brzek y Konarzewski, 2007; Soler y col., 2003), reproduccion
(Bonneaud y col., 2003; Gustafsson y col., 1994; Ilmonen y col., 2000; Moreno y col.,
1999; Nordling y col.,, 1998; Siva-Jothy y col.,, 1998; Veiga y col., 1998) o
termorregulacion (King y Swanson, 2013; Cichon y col., 2002). Por otro lado, la
activacion del sistema inmune involucra costos energéticos (Catalan y col., 2011; Demas
y col., 1997; Freitak y col., 2003; Martin y col., 2003). Por ejemplo, se ha observado que
ratones (Mus musculus) inmunizados con hemocianina de Megathura crenulata (KLH)
presentan un mayor consumo de oxigeno que ratones inyectados con suero salino
(Demas y col., 1997). De esta manera, la asignacién de recursos a la defensa inmune
podria estar sujeta a una optimizacion entre los costos y los beneficios, como resultado
de la seleccion natural (Sorei y col., 2008).

Recientemente, estudios de costos y compromisos de la inmunidad durante el

desarrollo de los individuos han centrado la atencidn, ya que es durante la ontogenia de
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un individuo que los compromisos pueden ser especialmente importantes, moldeando el
fenotipo de un individuo en desarrollo de una manera irreversible (Lidstrom, 1999). En
particular, los procesos que ocurren en etapas tempranas del desarrollo determinan la
edad y el tamafio alcanzado durante la madurez sexual (Stearns, 1992). Asi, y debido a
que durante el desarrollo se requieren recursos para el crecimiento somatico (Steamns,
1992), una elevada inversion de recursos a la defensa inmune durante la fase de
desarrollo puede ser prejudicial a largo plazo, en términos del tamafio y edad de madurez
sexual (Stearns, 1992). De acuerdo a esto tltimo se ha reportado que el crecimiento
sufre un retardo como resultado de la activacién del sistema inmune en individuos en
desarrollo en endotermos (Brommer, 2004, Fair y col., 1999). Sin embargo, la magnitud
de la respuesta inmune y los costos asociados podrian estar asociados con las
condiciones ambientales experimentadas por los individuos en desarrollo. Por ejemplo,
Brzek y Konarzewski (2007) demostraron que los costos relativos de la funcién inmune
en polluelos de la golodrina riberefia (Riparia riparia) dependen de la disponibilidad de
alimento. Esto se traduce en que la respuesta inmune y los costos asociados podrian ser
modificados por factores externos. En este sentido, la respuesta inmune durante el
desarrollo podria estar sujeta a condiciones ambientales, y su eficiencia dependeria de la
disponibilidad y calidad del alimento, fotoperiodo y/o temperatura ambiental, teniendo

efectos inmediatos como en las condiciones futuras de los animales.

Modelo de estudio
En esta tesis se evalud el rol de la temperatura ambiental como un factor

modulador de la respuesta inmune y de los costos asociados con la generacion de una
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respuesta inmune (Fig. 4). Ademds, se examind la ontogenia de la funcién inmune y los
efectos inmediatos (en supervivencia y crecimiento) y a largo plazo, asociados a la
inversidn en respuesta inmune durante el desarrollo (Fig. 4).

Se utiliz6 como modelo de estudio al roedor Octodon degus (Octodontidae;
Hystricognathi). Degus es un roedor de habitos diurmnos que habita la zona centro-norte
de Chile (Woods y Boraker, 1975). Esta especie enfrenta frecuentemente variaciones
estacionales en las condiciones climaticas (Meserve y col., 1984). Por otra parte, O.
degus es un roedor precocial social (Fulk, 1976; Yaiiez, 1976), donde un grupo
compuesto de machos y hembras comparten un sistema de madrigueras (Ebensperger y
col., 2004; Hayer y col., 2009) y crianza comunal (Ebensperger y col., 2004; Hayer y
col., 2009). Su caracter social y la presencia de crianza comunal se relacionaria con un
incremento en la probabilidad de contraer enfermedades, debido al aumento en la
transmision de pardsistos y patoégenos (Begon, 2006; Cremer y col., 2007). En este
sentido, la crianza comunal (Ebensperger y col., 2004; Hayer y col., 2009) aumentaria
exposicién de las crias a la presencia de de patdgenos y parasitos, debido al contacto
fisico y uso compartido del espacio con individuos adultos. De esta manera, mantener
una inmunocompetecia eficiente desde los primeros dias de vida aumenta las
probabilidades de supervivencia.

Los estudios ecoimnunoldgicos se han enfocado en el desarrollo de la funcién
inmune de especies altriciales, como ratas y ratones (Kovarik y Siegrist, 1997; Morein y
col., 2002; Sun vy col., 2003), resultando en una amplia informacion del desarrollo de la

funcién inmune de especies altriciales. Degus es un roedor precocial, donde las crias

nacen en un estado adelantado de desarrollo que se caracteriza por un consumo de




alimento solido a los pocos dias de nacer y con la capacidad termoregulatoria madura a
la segunda semana después de nacer (Ardiles y col., 2013; Reynolds y Wright, 1979).
Por otras parte, se ha observado que esta especie presenta inmunidad pasiva de
anticuerpos especificos antes y después de nacer (Becker y col., 2007).

Se ha documentado que la inversion de recursos en la respuesta inmune puede
afectar de manera negative el crecimiento, supervivencia y reproduccion (ref) debido a
los costos asociados a la funcién inmune. Sin embargo, estudios previos realizados en
degus han documentado que esta especie utilizaria una estrategia de “todo o nada”, lo
que se traduciria en la ausencia de efectos negativos de la inversion de recursos en la
funcién inmune sobre la reproduccion y supervivencia, tanto de la descendencia y como
de hembras (Ebensperger vy col., 2015). Pero, los posibles efectos negativos de la
generacién de una respuesta inmune sobre el crecimiento y supervivencia de crias no
han sido explorados en esta especie.

De esta manera, O. degus representa un buen modelo de estudio permitiendo
tener ademas, una completa vision del espectro altricial-precocial en el desarrollo de la
funcién inmune. Para evaluar el desempefio de la respuesta inmune producida por un
desafio, se seleccionaron componentes de la respuesta inmune innata como, niveles de la

citoquina interleucina 1-B, respuesta febril y conducta asociada a enfermedad.
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Figura 4. Esquema de la interaccion entre la temperatura ambiental, respuesta inmune y
ontogenia de la funcién inmune en individuos en desarrollo, evaluando los posibles costos de la
respuesta inmune y los efectos a largo plazo de la inversion de recursos en la respuesta inmune
durante el desarrollo. Los mimeros hacen referencia a los capitulos contenidos en esta tesis.
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II. Capitulo I:

Desarrollo y costos de la respuesta inmune innata y
efectos a largo plazo de un desafio inmune
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RESUMEN

La resistencia contra los pardsitos y patbgenos es un proceso energéticamente costoso y
un gran nimero de estudios han abordado los posibles compromisos entre la resistencia
a infecciones y otros procesos demandantes de energla. Este compromiso puede ser
particularmente importante en los organismos en desarrollo, debido a que se enfrentan a
elevadas demandas energéticas asociados con el crecimiento. Sin embargo, poco se sabe
sobre el desarrollo y los costos de la funcién inmune en los animales de vida libre, que
enfrentan constantes cambios ambientales y por lo tanto, en la disponibilidad de

recursos.

Por ofra parte, los efectos de la respuesta inmune generada durante la ontogenia
de un organismo tendrian una influencia mayor en el fenotipo del adulto y
consecuentemente en la adecuacién bioldgica. En este sentido, se ha observado que
montar una respuesta inmune durante el desarrollo tiene efectos negativos sobre la
estructuracion del cerebro, la funcién inmune y aspectos morfolégicos de los organismos
adultos. De esta manera, es posible suponer que la generacion de una respuesta inmune

durante el desarrollo podria afectar el presupuesto energético de los organismos.

Ast, los objetivos de este trabajo fueron: 1) evaluar las variaciones especificas en
la generacion de una respuesta inmune en funcién de las distintas etapas del desarrollo y
los efectos sobre el crecimiento y la masa corporal de las crias, 2) determinar los
posibles efectos de un desafio inmune realizado durante el desarrollo sobre la tasa

metabolica basal una vez que los organismos han alcanzado una edad méas avanzada.
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Para el primer objetivo, evaluamos cambios en Jos niveles de la citoquina interleucina-
1B (IL-1B), cambios en la temperatura corporal, masa corporal y cambios en la conducta
en crias de cuatro edades distintas (8, 15, 22 y 30 dias) del roedor Octodon degus
(Octodontidae; Hystricognathi), utilizando como antigeno lipopolisacarido (LPS). Nos
enfocamos en el primer mes de vida, debido a que es la etapa en donde la potencial
competencia entre el crecimiento y respuesta inmune serfa particularmente importante.
Para evaluar el segundo objetivo, estimamos la tasa metabélica basal, la masa corporal y
el indice corporal de individuos juveniles (90 dias de vida) que fueron inmunizados con

LPS durante su desarrollo.

Observamos que los niveles de IL-1f, la temperatura corporal y la conducta
asociados no fueron afectados por dia en el cual se produce el desafio inmune, De igual
manera, la ganancia de masa corporal como el indice corporal de las crias desafiadas no
fueron afectadas por el dia de desafio ni tampoco se observaron diferencias entre los
individuos tratados con LPS y control. Estos resultados sugieren que en O. degus, la
magnitud de Ia respuesta inmune innata no variarfa en funcién de la edad, teniendo un

nulo efecto sobre el crecimiento de las crias.

Por otra parte, la tasa metabélica basal, la masa corporal y ¢l indice corporal de
individuos juveniles (90 dias) no fueron afectados por la generacién de una respuesta
inmune durante el desarrollo. De esta manera, es posible que tanto la tasa metabdlica
basal como la masa corporal de nuestra especie, no fuesen afectadas por desafios
inmunes realizados en el desarrollo, debido a que los recursos en los cuales crecieron las

crias no fueron limitantes.
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Asi, los resultados sugieren que las variables ambientales experimentadas por los
individuos en desarrollo podrian tener un fuerte efecto modulador de la funcién inmune,

independiente de la edad en la cual se produce el desafio inmune.
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ABSTRACT

It is well known that resistance against parasites and pathogens is an energetically costly
process, and several studies focuses on the possible trade-off between resistance to
infections and other energy demanding processes. This trade-off may be particularly
important in developing organisms due the high energy demands associated with
growth. However, little is known about the development of immune function in free-
living animals, that face constant environmental changes and therefore in the availability

of resources.

The effects of the immune response mounted during the ontogeny of an
organism, would have a greater influence on the adult phenotype and therefore in fitness.
In this regard, it has been observed that mount an immune response during development
has negative effects on brain structure, immune response and morphological aspects of
adult organisms. In this way, it is possible to assume that the generation of an immune

response during the development might affect the energy budget of the individuals.

Thus, the objectives of this study were: 1) evaluate the specific variations in the
immune response in terms of the different stages of development and the effects on
growth and body mass of the offspring, 2) determining the possible effects of an immune
challenge made during the development on the basal metabolic rate once the animals
have reached a more advanced age. For the first objective, we assessed changes in levels
of cytokine interleukin-1B (IL-1B), changes in body temperature, body mass and

behavioral changes in offspring of four different ages (8, 15, 22 and 30 days ) of the
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rodent Qcfodon degus (Octodontidae; Hystricognathi), using as antigen
lipopolysaccharide (LPS). We focused on the first month of life because it is the stage
where potential competition between growth and immune response would be
particularly important. To evaluate the second goal, we estimate the basal metabolic rate,
body condition index and body juveniles (90 days old) that were immunized with LPS

during its development.

We note that the levels of IL-1B, body temperature and behavior were unaffected
by the day in which the immune challenge occurs. Similarly, the gains in body mass or
body condition index of the challenged pups were not affected by the day of challenge,
nor differences among individuals treated with LPS and control were observed. These
results suggest that in O.degus, the magnitude of the innate immune response would not

change in function of age, having a nuli effect on the growth of pups.

Basal metabolic rate, body condition index and body mass of juveniles were not
affected by the generation of an immune response during development. Thus, it is
possible that both the basal metabolic rate as the body mass of our species, were not
affected by immune challenges, because the resources on which the animals grew were

not limiting.

Thus, the results suggest that environmental variables experienced by individuals
in development could have a strong immune modulatory effect, independent function of

the age in which the immune challenge occurs.
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INTRODUCCION

El sistema inmune esta integrado por una red de 6rganos, tejidos, proteinas y células
especializadas, cuya funcién es otorgar proteccion contra una diversidad de patogenos,
tales como bacterias, virus y pardsitos del ambiente (Delves y col., 2008; Janeway y col.,
2005). La respuesta inmune es un rasgo estrechamente relacionado con la supervivencia
de los organismos, por lo que se encuentra asociado con la adecuacion biolégica de los
animales (Begon, 20006; Fitze y col., 2004; Meller y col., 1990). Diversos estudios han
reportado que la generacion de una respuesta inmune requiere de energia y nutrientes
(e.g. Martin y col., 2003; Norris y Evans, 2000; Sheldon y Verhulst, 1996) y que bajo
condiciones naturales con, limitacion de recursos, la inversion energética en montar una
respuesta inmune puede significar una menor cantidad de recursos para otras funciones
biolégicas como el crecimiento (Brommer, 2004; Brzgk y Konarzewski, 2007; Soler y
col., 2003), reproduccién (Bonneaud y col., 2003; Gustafsson y col., 1994; Ilmonen y
col., 2000; Moreno y col., 1999; Nordling y col., 1998; Siva-Jothy y col., 1998; Veiga y
col., 1998) o termorregulacion (Cichon y col., 2002; King y Swanson, 2013). Es decir, el
funcionamiento del sistema inmune podria comprometer otras funciones biolégicas
(Demas y Nelson, 1998; Ilmonen y col., 2003; Sheldon y Verhulst, 1996). Estos
compromisos serfan particularmente importanies en organismos que se¢ encuentran en
desarrollo, debido a que en esta etapa los organismos enfrentan elevadas demandas
energéticas asociadas al crecimiento (Ricklefs y Wikelski, 2002), lo que podria reducir

la cantidad de recursos disponibles para la funcién inmune.
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Desarrollo y ontogenia del sistema inmune
El sistema inmune no se encuentra completamente desarrollado, requiriendo de tiempo
para ser completamente fumcional en neonatos de mamiferso (Adkins y col., 2004; Burl
y col., 2011; Kovarik y Siegrist 1998; Reikie y col., 2012; Sun y col., 2003). Sin
embargo, las crias de animales endotermos no se encuentran totalmente susceptibles a
enfermedades debido a inmunidad pasiva (Hasselquist y Nilsson, 2009; Heller y col.,
1990). Mediante este tipo de inmunidad, las madres transfieren anticuerpos a sus crias
durante la gestacion (Brambell y Rogers, 1970; Becker y col., 2007) y después del
nacimiento, en los primeros dias de lactancia (Ardia y col., 2011; Becker y col., 2007;
Grindstaff, 2008). De esta manera, la contribucién materna a la inmunidad de su
descendencia, durante los primeros dias de vida, es de vital importancia para la
sobrevivencia de las crias (Brambell y Rogers, 1970). No obstante, la proteccién de los
individuos en desarrollo no dependeria en su totalidad de la inmunidad pasiva. Diversos
estudios sefialan que la inmunidad innata se encuentra presente desde los primeros
momentos del nacimiento (Firth y col., 2005; Klasing y Leshchinsky, 1999; Levy, 2007;
Palacios y col., 2009), pero su funcionamiento no es a los niveles observado en adultos.
Asi, los componentes de la inmunidad innata aparecerian temprano en el desarrollo de
vertebrados y jugarian un rol esencial en la proteccién contra patégenos (Franceschi y
col.,, 2000; Palacios y col., 2009) mientras se desarrollan la especificad y memoria
asociada a la respuesta inmune adaptativa.

Los estudios del desarrollo de la funcién inmune bajo un contexto ecoldgico en
vertebrados son escasos (Adkins y col., 2004; Killpack y col., 2013; Palacios y col.,

2009; Pilorz y col., 2005; Stambaugh y col., 2011). Debido a que los organismos en
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desarrollo utilizan la energfa principalmente para crecimiento y mantencion (Ricklefs y
Wikelski, 2002), la generacion de una respuesta inmune significaria una menor
disponibilidad de recursos para el crecimiento. Diversos estudios han documentado que
las infecciones naturales o inmunizaciones experimentales, tienen un efecto negativo
sobre el crecimiento de individuos en desarrollo (Brommer, 2004; Fair y col., 1999;
Klasing y col., 1987; Soler y col., 2003). Por ejemplo, se ha demostrado que un desafio
inmune en polluelos de gallinas (Gallus gallus) y codornices (Cotournix japonica) se
encuentra acompafiado de una reduccion de las protefnas plasmaticas relacionadas con el
crecimiento (Fair y col., 1999; Klasing y Leshichinsky, 1999). Por otra parte, se ha
reportado que la generacién de una respuesta inmune afecta la tasa de crecimiento y la
ganancia de masa corporal en polluelos de Cyanistes caeruleus (Brommer, 2004). Se ha
observado que lineas de polluelos de G. gallus seleccionados artificialmente para tener
altas tasas de crecimiento son més susceptibles a patégenos (Mangel y Stamps, 2001).
En ratas, la administracién de LPS durante el desarrollo porduce una reduccién de la
masa corporal, independiente de la disponibilidad de alimento (Raina y col., 2000)

Asi, los estudios realizados hasta la fecha han demostrado que organismos que se
encuentran en desarrollo son capaces de generar una respuesta inmune a pesar de no
contar con un sistema inmune completamente desarrollado, ¥y que esta respuesta
afectaria negativamente el crecimiento de organismos endotermos (Brommer, 2004;
Klasing y Leshchinsky, 1999; Lochmiller y Deerenberg, 2000). Sin embargo, la
mayoria de estos estudios han evaluado la funcién inmune y los costos asociados, en una
edad especifica del desarrollo (e.g. 12 dias de vida) en lugar de evaluar toda la etapa

ontogenética. De acuerdo a lo expuesto anteriormente, en aves se ha demostrado que el
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desarrollo de la funcién inmune innata presenta un patrén de desarrollo dependiente de
la edad, donde los individuos que se encuentran cercano al periodo de emplumaje (dia
18 de vida) presentan un mayor desarrollo de la funcién inmune innata, comparado con
polluelos en los primeros dias de vida (Palacios y col., 2008; Stambaugh y col., 201 1).
Mientras que en ratones, se ha observado un patrén similar, donde el desarrollo de las
células dentriticas aumenta con la edad, alcanzando el nivel observado en adultos a los 7
dias después de nacer, observabdose una produccion eficiente de interleucina-1 a esa
edad (Sun y col.,, 2003). En esta linea, es posible esperar que los efectos negativos de la
respuesta inmune sobre el crecimiento serfan més pronunciados una vez que las crias se
acercan al perfodo de destete o se encuentran cerca de la etapa de emplumaje (en aves)
debido al mayor nivel de desarrollo de este sistema. Por lo tanto, es esperable que los
efectos negativos de la respuesta inmune sobre el crecimiento y la masa corporal
presenten una incremento en funcién de la edad. Sin embargo, no existen estudios que
hayan evaluado el desarrollo de la funcién inmune innata y los posibles efectos
negativos sobre el crecimiento, y ganancia de masa coporal, en términos de la edad, en

organismos endotermos de vida libre que se enfrentan a una limitacién de recursos.

Efectos de un desafio inmune edad-dependiente sobre el fenotipo del adulto

El desarrollo postnatal de los organismos es una etapa de la vida donde cualquier
modificacion del ambiente puede moldear el fenotipo del individuo en desarrollo de una
manera irreversible y por tanto, influir de manera crucial en el fenotipo del adulto
(Lidstrom, 1999; Monaghan y col., 2011). Esto debido a que la morfologia, fisiologia y

conducta son producto tanto de las condiciones ambientales experimentadas durante el
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desarrollo como en el estado adulto (Schreider, 1993). Efectivamente, se ha reportado
que las condiciones experimentadas en el desarrollo temprano afectan desde rasgos
conductuales (Haywood y Perrins, 1992) hasta incluso la respuesta inmune en el estado
adulto (De Block y Stoks, 2008). Especificamente, cuando los individuos experimentan
condiciones adversas durante su desarrollo, presentan una reduccién en la
ornamentacion (Ohlsson, 2002), territorios de menor calidad (Haywood y Perrins, 1992)
y disminucién de la respuesta inmune cuando son adultos (De Block y Stoks, 2008).

Recientemente, los estudios acerca de la exposicién de individuos en desarrollo a
pardsitos y sus posibles consecuencias en el fenotipo de los adultos han centrado una
atencion considerable (Buttler y McGraw, 2012; Galic y col., 2009). En este sentido, se
ha sugerido que la generacién de una respuesta inmune durante el desarrollo tendrfa
efectos sobre distintos aspectos fenotipicos una vez que los organismos han alcanzado la
adultez (Bland y col., 2010; Buttler y McGraw, 2012; Galic y col., 2009). Asi, se ha
observado en roedores que montar un respuesta inmune durante el desarrollo tiene
efectos potencialmente negativos sobre la estructuracién del cerebro (Bland y col,
2010), la respuesta inmune (Galic y col.,, 2009) y aspectos morfoldgicos (Buttler y
McGraw 2012; Galic y col., 2009) de los organismos adultos.

Por otra parte, el estado especifico del desarrollo en el cual ocurre la perturbacién
puede afectar de manera diferencial la expresién de caracteristicas especificas en el
estado adulto (Butler y col., 2011), debido que a los periodos del desarrollo que
caracterizan el crecimiento y la inversién en la funcién inmune (Meller y Haussy, 2007)
son tnicos para cada edad (van der Ziel y Visser, 2001). De esta manera, es posible que

las distintas etapas ontogenéticas puedan moldear diferencialmente el desarrollo de la
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respuesta inmune. Por ejemplo, en ratas se ha demostrado que un desafio inmune
ocurrido en el dia siete después del nacimiento se traduce en adultos con una menor
masa corporal (Galic y col., 2009), mientras que montar una respuesta inmune en el dia
14 después del nacimiento produce una atenuacién de la respuesta febril en adultos
(Galic y col., 2009). Asi, y debido a que la generacién de una respuesta inmune es un
proceso ¢ostoso en términos energéticos, produciendo un aumento de la tasa metabdlica
(Demas y col., 1997; Martin y col., 2003; Ots y col., 2001), es posible suponer que un
desafio inmune realizado durante la fase de ontogenética pudiese alterar el presupuesto
energético del individuo en desarrollo afectando el balance de energia una vez que el
organismo ha alcanzado la adultez. Sin embargo, hasta donde sabemos solo unos pocos
estudios realizados en ratas, han evaluado la influencia de la exposicion a un antigeno
durante el desarrollo sobre las funciones metabélicas de los adultos (Nilsson y col.,
2002; Walker y col., 2006), no obstante, no existen estudios que evaltien los posibles
efectos de la respuesta inmune generada en las distintas etapas del desarrollo sobre el

presupuesto energético del adulto.

En este estudio se abordaron los siguientes objetivos: 1) determinar las
variaciones especificas en la generacién de una respuesta inmune en funcién de la
distintas etapas del desarrollo y los efectos sobre el crecimiento y la masa corporal de las
crias, y 2) determinar los posibles efectos de un desafio inmune realizado durante el
desarrollo sobre la tasa metab6lica basal (TMB) una vez que los organismos han
alcanzado la etapa juvenil. Para esto utilizamos crias de Octodon degus (Octodontidae;

Hystricognathi), un roedor precocial, social caviomorfo (Fulk, 1976; Yafiez, 1976), de

34




habitos diurnos que habita la zona centro-norte de Chile (Woods y Boraker, 1975). Su
cardcter social lo hace un buen modelo de estudio, debido a que la sociabilidad aumenta
la probabilidad de contraer enfermedades (Begon, 2006), por lo que mantener una buena
inmunocompetecia aumenta las probabilidades de supervivencia. Ademas, al ser una
especie precocial, las crias de degus nacen en un estado adelantado de desarrollo que se
caracteriza por un consumo de alimento sdlido a los pocos dias de nacer y con la
capacidad termoregulatoria madura a las pocas semanas (Reynolds y Wright, 1979;
Ardjles y col., 2013). Optamos por utilizar lipopolisacérido (LPS) como antigeno debido
a que ha mostrado ser un inmundgeno capaz de estimular la respuesta inmune en esta
especie (Nemzek y col., 2003). El LPS es un componente de la pared celular de las
bacterias Gram negativas (Nemzek y col., 2008), que induce una respuesta inflamatoria

aguda (Nemzek y col., 2008).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1a Hipétesis

La magnitud de los costos energéticos asociados a la funcién inmune en mamiferos
depende de la magnitud y eficiencia de Ia respuesta a un antigeno. Debido a que
esta respucsta se incrementa a medida que avanza el desarrollo de los animales, los
costos de la respuesta inmune seran mayores en crias que se encuentran en etapas

mas avanzadas del desarrollo (cercanos a la etapa de destete).

1b. Predicciones especificas:

- Individuos inmunizados en los primeros dias del desarrollo presentardn una mayor
masa corporal, a la misma edad, que individuos inmunizados en los dias cercanos al
destete.
- En los 1ltimos dias del desarrollo, la magnitud de la respuesta inmune innata serd
mayor.
- Los individuos inmunizados en los primeros dias del desarrollo presentaran una mejor

condicién corporal comparada con los individuos inmunizados durante los altimos dias

de desarrollo.
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1e. Objetivos especificos:

* Evaluar el efecto de un desafio con LPS en diferentes etapas del desarrollo
* sobre la masa corporal y condicion corporal de los individuos en desarrollo.
* Evaluar el efecto de las diferentes etapas del desarrollo sobre la respuesta a LPS

(produccién de citoquinas inflamatorias, fiebre y conducta de enfermedad).
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2a. Hipotesis

En mamiferos, individuos adultos desafiados con un antigeno durante su ontogenia
presentan gastos energéticos mayores en el estado adulto, debido a los efectos a
largo plazo producidos por un desafio inmune realizado durante ¢l desarrollo sobre

el fenotipo del adulto, y a los costos energéticos de la respuesta inmune.

2.b. Prediccién especifica:
- La tasa metabolica basal serd mayor en individuos adultos que fueron inmunizados

durante el desarrollo.

2.c. Objetivos especificos:
 Evaluar la tasa metabélica basal en individuos adultos inmunizados con LPS
durante el desarrollo
+ Comparar la tasa metabélica basal entre individuos adultos que fueron

inmunizados con LPS en diferentes edades,
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MATERIALES Y METODOS

Captura y Mantencion de animales.
Se capturaron 29 hembras y 25 machos adultos en el Fundo Rinconada de Maipt
(33°23'S, 70°31'W; 30 km al oeste de Santiago), zona central de Chile, entre los meses
de Abril y Mayo del 2014. Los animales se trasladaron al laboratorio, y se mantuvieron
en cajas individuales, con un fotoperiodo 12L: 120, a una temperatura ambiente de (Ts)
de 22 + 2 °C. El alimento consistié en alimento comercial de conejo (Champion) y fue
proporcionado ad libitum.

Las hembras fueron monitoreadas para determinar la fecha de apertura de la
vulva. Una vez abierta, las hembras fueron trasladadas a jaulas de apareamiento y
mantenidas con el mismo macho por dos semanas. Una vez detectada la prefiez, las
hembras fueron trasladadas a jaulas individuales y pesadas diariamente y hacia el final
del periodo de gestacién (aproximadamente tres meses), las jaulas fueron chequeadas
diariamente para detectar la presencia de crias. El dia en que las crias fueron encontradas

fue registrado como la fecha de nacimiento (dia 0).

Calendario de inmunizaciones.

Una vez comenzadas las pariciones, las crias dentro de cada camada fueron asignadas al
azar a una de las cuatro condiciones experimentales. Asi, un grupo fue inmunizado el dia
ocho (D8), otro grupo el dia 15 (D15), un grupo el dfa 23 (D23) y finalmente el tiltimo
grupo fue inmunizado el dia 30 (D30) después del nacimiento. Se escogi6 este rango de

edades, debido a que es el perfodo en el cual las crias de degus muestran la mayor
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ganancia de masa corporal (Reynolds y Wright, 1979), ademas de ser un periodo
marcado por varios hitos importantes en el desarrollo de esta especie, tales como el
consumo de alimento sélido después de Ia primera semana de vida, termoregulacién
cercano a la segunda semana de vida, mientras que el destete ocurre cercano a los 30
dias de vida (Long y Ebensperger, 2010; Veloso, 1997; Veloso y Kenagy, 2005). Dentro
de cada dia de inmunizacién, un conjunto de individuos fue sometido a una inyeccién
intraperitoneal de lipopolisacarido (LPS purificado de Salmonella entérica, Sigma;
500png/kg) y otro grupo (control) fue inyectado con suero salino, en un volumen final de
200p1 de solucién.

Asi, los tratamientos experimentales fueron: D8-LPS (n=7), D8-Suerc Salino
(n=7), D15-LPS (u=7), D15-Suero Salino (n=8), D22-LPS (n=8), D22-Suero Salino
n=8), D30-LPS (n=11), D30-Suero Salino (n=8). De cada camada se eligié una cria para
ser sometida al tratamiento con LPS o con suero salino. Ademés, un grupo de crias fue
inmunizado con LPS (n=6) y otro con suero salino (n=6) a los 60 dias post nacimiento,
para evaluar la tasa metabélica de individuos que no fueron inmunizados en los primeros
30 dias del desarrollo.

Las crias fueron mantenidas a 30°C desde el nacimiento hasta el dia 40,
separadas de la madre. Esta temperatura se encuentra dentro de la zona termoneutral de
esta especie (Rosenmann, 1977), y por tanto no representa un desafio termoregulatorio
para esta especie, y con fotoperiodo 12L:120. Todas las inoculaciones se realizaron

entre las 18:00 y 19:00 horas.
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Masa corporal e indice corporal

Se realizaron mediciones de masa corporal (mb), longitud total (Lt) y longitud de la cola
(Lc) cada tres dias, desde el dia 3 post-nacimiento hasta e] dia 40 en una balanza digital
(£0.01g). Luego del dia 40, se volvieron a medir a los animales el dia 90 post
nacimiento. Las mediciones de longitud total (Lt} y longitud de la cola (Lc) se realizaron
con una regla metélica (0.1 cm) y siempre por el mismo observador. En cada sesién
realizaron tres mediciones por animal y luego se calculd el promedio de cada medicién.
Para estimar el crecimiento relativo de las crias se dividié la masa corporal del dia 40
por la masa de la primera medicién (dfa 3), a manera de obtener el porcentaje de peso
ganado (Soler y col., 2002)

El indice corporal (IC) se estimé como la razén entre el logaritmo de la masa
corporal y el logaritmo de la longitud total (log mb/ log Lt). Laboche y col. (2014)
argumentan que este indice predice la masa de grasa de los individuos, por lo tanto es un
buen predictor de la condicién corporal. Se calculé el IC a los 40 y 90 dias post

nacimiento,

Temperatura corporal
La temperatura corporal se registré en la zona abdominal con un termometro laser digital

marca VeraTemp Sin-Contacto (+ 0.2°C) antes de realizar las inoculaciones y 12,15, 19

Yy 24 horas después de realizado el desafio.
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Niveles de interleucina-18 (IL-1p).

Previo a las inoculaciones, a cada individuo se le extrajo una muestra de sangre de la
vena safena lateral (UBC Animal Care Guidelines). A las 36 horas posteriores al desafio
se extrajo una nueva muestra de sangre. Luego, estas muestras fueron centrifugadas por
6 min a 15000 rpm en una centrifuga Boeco M-240. Se extrajo el suero y se almacend a
-80°C para los analisis de los niveles de IL-1B. Los niveles de IL-1p fueron estimados en
el suero mediante un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). Pocillos de
placas de microtitulacién de 96 pocillos fueron recubiertos durante la noche con un
anticuerpo de captura monoclonal (Life Technologies). Las placas Iuego fueron
bloqueadas por una hora con PBS que contenfa 1% de BSA, 5% sacarosa y 0.05%
NaN3. Las muestras de suero, fueron diluidas en PBS, y colocadas en los pocillos en
duplicado e incubadas por 2h a temperatura ambiente, Luego, se agregaron anticuerpos
de deteccién monoclonales (Life Technologies) y se incubd nuevamente por 2 h. A
continuacion, se agregd una solucién (mezcla 1:1 de tetrametilbencidina y H202) a cada
pocillo, para luego detener la reaccién con H,SO4 2N después de 20 min. La absorbancia
de las placas se midi6é a 450 nm con una correccién de la longitud de onda a 540 nm
usando un lector de placas de ELISA automatizado. Todos los lavados fueron hechos
con PBS complementado con Tween 20 (0.05%). Finalmente, la absorbancia fue

considreada como una medida de la concentracién de IL-1 B.
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Conducta asociada a enfermedad

Para evaluar la conducta de enfermedad correspondiente a la respuesta de fase aguda, se
grabé a las crias en todos los tratamientos con una camara grabadora (Handycam HDR
CX220) montada en un tripode y localizada frente a las cajas. Las grabaciones duraron
30 min y se realizaron a las 15 h posteriores al desafio inmune. Se realizé un registro de
las siguientes conductas: 1) agazapado, definido como el cuerpo encorvado hacia abajo
con la cabeza baja y los pies escondidos (niimero de veces que el animal permanecia un
periodo de 60 s agazapado), 2) locomocién, movimiento del animal de un extremo a
otro de la jaula (nimero de veces), y 3) ojos cerrados, (nimero de veces que permanecia
con los ojos cerrados por un periodo de 30 s). No existen registros previos de la
existencia de la conducta de enfermad en degus, ni tampoco que las crias de esta especie
exhiban la conducta de agazapado, ojos cerrados o disminucién en la locomocién como
parte de la respuesta de fase aguda. Sin embargo, estas tres conductas han sido
registradas como relevantes en el contexto de la respuesta de fase aguda en crias de

Cavia porcelus, otro roedor caviomorfo (Hennesy y col., 2004).

Tasa metabdlica basal (TMB)

La tasa metabolica basal se estimé a través de la determinacién del consumo de oxigeno
(VO2) a los 90 dias post nacimiento tanto en las crfas inmunizadas dentro de los 30 dias
post nacimiento como aquellas tratadas a los 60 dias. El VO3 se determind en individuos
postabsortivos en la fase de descanso del ritmo de actividad de la especie, mediante un

sistema de respirometria de flujo abierto (Sable Systems) computarizado (Datacan V)
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calibrado con una mezcla de oxigeno conocida (20%) y nitrégeno (80%) certificado por
cromatografia (INDURA, Chile). Las determinaciones individuales se realizaron en
cdmaras de vidrio, en oscuridad, a temperatura ambiente correspondiente a
termoneutralidad, i.e., 30 + 0.5 °C (Novoa, 1993). Las cadmaras metabélicas recibieron
aire seco a una tasa de 750 ml/min desde un conirolador de flujo (Sierra Instruments)
para asegurar una mezcla adecuada en la camara. El aire fue secado antes y después de
la cdmara y monitoreado cada 5 s mediante un analizador de oxigeno 1FC-1B (Sable
System). El CO; se retird antes de entrar al analizador de O, vy el consumo de oxigeno se
calculé utilizando la ecuacién de Withers (1977: p 122): V.0, = [FR*60*(Fi O, — Fe
02))/(1-Fi Oz), donde FR es la tasa del flujo en ml/min después de la correccién STP, Fi
y Fe son las fracciones de concentracién de O, al ingreso y salida de la cdmara

metabolica, respectivamente.

Andlisis estadistico

Previo a los andlisis de los efectos de la edad y desafio inmune sobre las variables
dependientes, se evalud el efecto del sexo mediante un analisis de varianza (ANOVA)
sobre todas las variables estudiadas de la crias a los 40 y 90 dias posteriores al
nacimiento.  El efecto del dia de desafio y el tipo de desafio sobre la masa se evalué
mediante un andlisis de varianza de medidas repetidas de dos vias. Para evaluar las
diferencias especificas entre tratamientos se utilizé el test a posteriori de Tukey. El
indice corporal fue evaluado mediante un anélisis de varianza de dos vias, donde dia de
desafio y tipo de desafio fueron las variables independientes. A los 90 dias post

nacimiento, se realizaron andlisis de dos vias para evaluar el efecto del dia de desafio y
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tipo de desafio sobre la masa corporal e indice corporal. La temperatura corporal de los
individuos en los cuatro tratamientos se compar6 durante un periodo de 12 h después de
cada inoculacién. Para ello se utilizé un anélisis de varianza de medidas repetidas de dos
vias, con el efecto del dia de desafio, tipo de desafio y el tiempo como los tratamientos.
Para evaluar las diferencias especificas se utiliz el test a posteriori de Tukey. Los
niveles de IL-1P fueron evaluados mediante un andlisis de varianza de dos vias, siendo
el dia de desafio y del tipo de desafio las variables independientes. Se utiliz6 un test a
posteriori de Tukey para las comparaciones especificas.

Las variables conductuales se analizaron medjante analisis paramétricos y no
paramétricos. La locomocién fue evaluada mediante un anélisis de varianza de dos vias,
siendo el dia de desafio y el tipo de desafio los factores. El niimero de veces que los
animales permanecieron con los ojos cerrados, y el nimero de intervalos en estado
agazapado fueron evaluado mediante la transformacién de rangos alineados (ART;
Wobbrock y col., 2001). Esta aproximacion permite analisis factoriales de datos no
paramétricos, incluyendo la interaccién entre factores, primero aplicande una
transformacién que alinea los datos para cada efecto, y Iuego realiza un ranking de los
datos. Los datos alineados y ranqueados son luego analizados mediante un anlisis de
varianza factorial. Para evaluar las diferencias especificas se utilizé el test a posteriori
Tukey.

Para evaluar el efecto del desafio inmune y el dia de desafio sobre la tasa
metabolica basal (TMB) a los 90 dias de vida, se realizé un andlisis de covarianza de dos

vias (ANCOVA), siendo la masa corporal la covariable. Para evaluar las diferencias
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especificas se utilizé el test a posteriori de Tuwkey. Todos los andlisis estadisticos se

realizaron con el programa Statistica 7 para Windows. Los resultados son presentados

con el promedio + error estandar.
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RESULTADOS

De un total de nueve camadas y 58 crias analizadas, tres crias murieron por el desafio
con LPS. Dos murieron en el tratamijento correspondiente al dia 30, mientras que una
cria murié el dia 15 de tratamiento. Una cuarta cria murié a los 60 dias por razones

ajenas al tratamiento con LPS.

Andlisis de Normalidad

Previo a los andlisis, se evalud la normalidad de los datos, mediante de pruebas de
Kolmogorov-Smirnov, Lilliefors y Shapiro-Wilk. La masa corporal a los 40 y 90 dias,
tasa metabdlica basal y niveles de IL-1B fueron transformando usando la funcién
logaritmo para cumplir con el supuesto de normalidad. La temperatura corporal fue
transformada usando la funcién inversa (1/X), mientras que las variables conductuales

fueron evaluadas con estadistica no paramétrica.

Desarrollo, masa corporal y desafio inmune

A los 40 dias posterior al nacimiento, no se encontraron diferencias significativas en el
masa corporal entre crias machos y hembras (ANOVA: Fs 46=1.4, p=0.24), por lo tanto,
1o se realizaron andlisis separado por sexo. El analisis de varianza de medidas repetidas,
reveld un efecto del dia de desafio sobre la masa corporal (ANOVA-MR: F;44=3.74,
p=0.018; Tabla 1), donde las crias desafiadas el dia 30 presentaron una menor masa al

dia 40 (Prueba de Tukey p<0.05). Sin embargo, no se observé un efecto significativo del
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tipo de desafio (ANOVA-MR: F; 44=0.02, p=0.89) o la interaccién entre estas variables

(ANOVA-MR: F;344=0.34, p=0.8). La ganancia de masa corporal no present6 diferencias

significativas entre dia de desafio (ANOVA factorial: F3, 35=0.84, p=0.48), tipo desafio

(ANOVA factorial: Fy 35=1.82, p=0.18) o la interaccién entre tratamientos (ANOVA

factorial: F3, 35=0.44, p=0.72). El IC no fue afectado de manera significativa por el tipo

de desafio (ANOVA: F;, 43=0.55, p=0.46), el dia de desafio (ANOVA: F3 4=1.84,

p=0.15) o la interaccion (ANOVA: F; 43=0.42, p=0.74; Tabla 1.

Tabla 1. Valores de masa corporal (MC), Indice corporal (IC) medidos a los 40 y 90
dias posterior al nacimiento y tasa metabolica basal (TMB) medido a los 90 dias de crias
de distintas edades, desafiadas con LPS y control.

Difa

Desafio desafio | MC D40 IC D40 Mb D90 IC D90 TMB D90
LPS 8 176524743 0.016+003 1373£425  -0.015:0.008 106.83 +9.16
Suero Salino 8(7) 79.73£6.81 0.011+0.03 13697+4.58 0,005+0.007 92.69+ 7.91
LPS 15(7) | 7282237 0.016+0.02 122.63+550 -0.003+0.014 8§2.42+6.75
Suero Salino 15(8) 178.29+2.97 0.036+001 128.86+5.63 -0.001:+:0.009 89.28+9.44
LPS 22(8) |768.31£6.03 0.015£0.05 12579+2.80 00152001  81.96+5.02
Suero Salino 22(8) |70.88:59  0.03£0.03 128.53:4.00 0.004=0.006 84.08+6.29
LPS 30(11) }63.63+10.79 -0.05+£0.03 128.11+7.94 0.013£0.006 102.81 +4.97
Suero Salino 30(8) [53.76+:10.55 -0.1+0.07  127.88x481 0.006+0.007 95.837.58
LPS 60(6) |- - 14122469 - 91.15 £ 5.50
Suero Salino 60(6) |- - 154.63 :849 - 88.19+ 8,27

En paréntesis se muestra el niimero de replicas por tratamiento
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Conducta de enfermedad en el desarrollo

La variable locomocion fue afectada de manera significativa por el dia de desafio
(ANOVA. F346=3.04, p=0.04), €l tipo de desafio (ANOVA: F 45=16.85, p=0.0002) y la
interaccién entre ambas variables (ANOVA: F346=3.39, p=0.03). El test a posteriori
reveld que las crias desafiadas a los 22 dias con LPS presentaron el menor nimero de
movimientos en la jaula (Prueba de Tukey: p<0.05; Fig, 1a). Para el caso de la variable
agazapado, el andlisis de varianza de dos vias con un procedimiento de ART (ver
metodologia) mostr6 que las crias desafiadas con LPS mostraron un mayor ntimero de
intervalos agazapados (ANOVA: Fj4=10.3, p=0.002; Fig. 1b). Sin embargo, no se
observ6 un efecto del dia de desafio (ANOVA: F346=0.77, p=0.52) ni de la interaccion
entre el dia de desafio y tipo de desafio (ANOVA: Fs4¢=2.1, p=0.11). Por ultimo, las
crias desafiadas con LPS presentaron un mayor nimero de intervalos con los ojos
cerrados (ANOVA: Fy4¢=16.43, p=0.0002; Fig. 1c). Ademds, las crias inoculadas en el
dia 30 presentaron el menor mimero de intervalos con los ojos cerrados (ANOVA:

F3,46=3.69, p=0.02; Fig. 1d), pero no se observé un efecto significativo de la interaccién

(ANOVA: F3 46=1.69, p=0.18).

Temperatura corporal y niveles Interleucina-18 (IL-10) en el desarrollo

No se observé un efecto significativo del dia de desafio (ANOVA: F347=0.47, p=0.71),

tipo de desafio (ANOVA: F)47=2.11, p=0.15) o de la interaccién entre ambos factores
(ANOVA: F34,=0.31, p=0.83; Tabla 2) sobre los niveles de IL-1pB. Para el caso de la

temperatura corporal, el andlisis de medidas repetidas reveld un efecto de la interaccién
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entre el tiempo (hora post desafio) y dia de desaffo (ANOVA-MR: Fi2,192=5.0,
p<0.0001), donde las crias tratadas en el dia 30 y al inicio del desafio (Oh), presentaron
las mayores temperaturas corporales (Prueba de Tukey p<0.05, Fig. 2). La interaccién
entre el tipo de desafio y el tiempo no afecté de manera significativa la temperatura
corporal (ANOVA-RM: F415,=0.7, p=0.6) ni tampoco la interaccién de los factores con

la edad (ANOVA: Fy3,19,=0.3, p=0.98; Tabla 2).
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Figura 1. Conducta asociada a enfermedad. a) Interaccion entre el desafio con LPS y la edad
sobre la locomocion, b) efecto del desafio con LPS sobre el estado agazapado, c) efecto del
desaffo con LPS sobre el ntimero de intervalos con los ojos cerrados y d) efecto del dia de
desafio sobre el niimero de intervalos con los ojos cerrados,
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Tabla 2. Valores de Interleucina-1B (IL-1pB) y temperatura corporal de crias de distintas

edades, desafiadas con LPS y crias control.

. Temperatura corporal (°C)
opo D 1ap pgm

esatlo esalio 0 hora 12 horas 15 horas 19horas 24 horas
LPS 8(7) 1444.4 + 654.1 36.6 +0.04 36.54£02 363£02 365%0.1 36.4=0.1
g:ﬁ:ﬁ; 8(7) 2970.7£2550.5 36.6+004 365+02 36302 365+01 36401
LPS 15(8) 1811.8 +1003.9 36.8+0.1 36.8+0.1 36.7+0.1 36.8+0.1 37.1£0.2
Suero
Salino 15(9) 491.06 + 85.3 36.8x0.1 36.8+0.1 36.7£0.1 36.8:0.1 37.1+02
LPS 220N 824.5+331.1 36.7+0.5 36.8+02 36.6:0.1 36902 37.0:+.1
Suero
Salino 22(8) 588.01 £109.8 36.7=0.5 36.8+02 36.6+:0.1 36.9+02 37+0.1
LPS 30(7) 842.6+170.8 37602 37701 36.8+0.1 36.7+0.1 36.9+£02
Suero
Salino 30(8) 1037.1 £457.9 36.9+£0.2 36.7=0.1 36.8+0.1 36,7+0.1 369+£02

En paréntesis se muestra el mimero de réplicas para cada tratamiento
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Figura 2. Temperatura corporal registrada a las 12 horas posteriores de realizado el desaffo con
LPS (panel superior) o suero salino (panel inferior) a las cuatro edades (8, 15, 22 y 30).
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Tasa metabolica basal e indice corporal en adultos

No se observd un efecto significativo del sexo sobre la TMB (ANOVA: F; 73=0.005;
p=0.95). El andlisis revelé que no hubo un efecto significativo del tipo de desafio
(ANOVA: Fy65=1.65, p=0.27) ni de la interaccion entre dia de desafio y tipo de desafio
(ANOVA: F45=0.5; p=0.73). Sin embargo, se observé un efecto del dia de desafio
sobre el metabolismo basal (ANOVA: F445=2.51, p=0.05; Tabla 1), donde las crias
desafiadas a los 60 dias presentaron las mayores tasas metabolicas basales (Prueba de
Tukey p<0.05).

No se encontraron diferencias significativas entre machos y hembras en el indice
corporal estimado a los 90 dias (ANOVA: Fy¢=0.04, p=0.85). El indice corporal en el
dia 90 posterior al nacimiento no fue afectado por el dia de desafio (ANOVA:
F356=1.35, p=0.21), el tipo de desafio (ANOVA: F; c3=1.9, p=0.17) o la interaccién entre
dia y tipo de desafio (ANOVA: F36;=1.2, p=0.32; tabla 1). Por ultimo, la masa corporal
al dia 90 de machos y hembras no fueron significativamente distintas (ANOVA:
F1,724=0.7, p=0.41). El dia de desafio tuvo un efecto significativo sobre la masa corporal
de los individuos a los 90 dfas (ANOVA: F46=4.2, p=0.004), pero no fue afectado por
el tipo de desafio (ANOVA: F¢=1.3, p=0.26) o la interaccién entre ambos factores
(ANOVA: Fy46=0.3, p=0.9). En este sentido, los animales manipulados en el dia 60

después de nacer, presentaron las mayores masas corporales a los 90 dfas (Prueba de

Tukey p<0.05, Fig. 3).
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Figura 3, Masa corporal medida a los 90 dfas en individuos desafiados con LPS a los 8, 15, 22,

30 y 60 dias.
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DISCUSION

Los estudios realizados tanto en humanos como animales domésticos o de laboratorio
indican que la eficacia de la respuesta inmune se encuentra comprometida en ambos
extremos de la vida, debido al desarrollo durante las primeras semanas de vida y a la
senescencia en organismos de edades avanzadas (Levy, 2007). Nuestro estudio se enfocd
en la respuesta a un antigeno, en las primeras semanas de vida de crias de la especie
Octodon degus. Un desafio con LPS a distintas edades resulté en cambios en la conducta
de las crias de esta especie, pero no en la respuesta febril o en la masa corporal. Por otra
parte, tampoco observamos un efecto a largo plazo de un desafio inmune realizado

durante el desarrollo.

Ontogenia del sistema inmune en Octodon degus

En nuestro estudio desafiamos con LPS a crias de O. degus en cuatro edades distintas.
La comparacion de las crias desafiadas el dia 8, 15, 22 y 30 reveld que no existen
diferencias en respuesta al antigeno, salvo en algunos rasgos de la conducta asociada a
enfermedad (Fig.1). Especificamente, la evaluacién de la conducta de enfermedad revel6
que un desafio con LPS en el dia 22 después del nacimiento produce una disminucién de
la locomocién (Fig. 1). No obstante, el nimero de veces estando en posicién agazapada
y el namero de intervalos con los ojos cerrados solo fueron afectados por el tipo de
desafio pero no por la edad; es decir no existiria un efecto de la edad en estas conductas.
Por otra parte, los niveles de IL-1p no fueron afectados por el tipo de desafio realizado o

por el dia en que se realizé el desafio, es decir en O.degus los niveles de IL-1p no
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presentarian una variacién en funcién de la edad. Es notable que la temperatura corporal
tampoco fue afectada por el LPS, pero si por el dia de desafio, donde las crias tratadas el
dfa 30 (con LPS o sucro salino) presentaron las mayores temperaturas corporales antes
de iniciar el desafio (0 h). Por dltimo, el andlisis de la masa corporal y del indice
corporal medido a los 40 dias de vida, revelé que las crias tratadas al dia 30 presentaron
una menor masa corporal, independiente del tratamiento que recibieron (LPS o suero
salino), mientras que no se observaron diferencias significativas entre tratamientios en las
edades restantes. L.a ganancia en masa corporal no presenté diferencias significativas
entre los dias de desafio y el tratamiento recibido.

Los estudios enfocados en la ontogenia del sistema inmune, han determinado que
la respuesta inmune presenta variaciones en su desarrollo asociadas a la edad (Burl y
col., 2011; Palacios y col., 2009; Reikie y col.,, 2012, Stamugh y col., 2011). Por
ejemplo, en humanos los niveles de IL-1B son mayores en recién nacidos que en
individuos adultos (Burl y col., 2011; Reikie y col., 2012), observandose una lenta
disminucion hasta alcanzar niveles observados en adultos (Kollmann y col., 2009). En
especies altriciales, como ratas y ratones, se ha observado que la capacidad fagocitica de
neutrofilos se encuentra atenuada en los primeros dias de vida, (Carr, 2000). Por tiltimo,
en aves se ha reportado que la actividad de neutrofilos disminuye con la edad (Killpack
y col., 2013), mientras que los niveles de inmunoglubulinas incrementan con la edad
(Killpack y col., 2013). Nuestros resultados sugieren que sélo algunos componentes de
la respuesta inmune innata, como la conducta asociada a enfermedad, presentarian una
variacién en términos de la edad. Stambaugh y col. (2011) reportaron que en polluelos

de Tachycineta bicolor, la respuesta innata alcanza los niveles vistos en adultos solo
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después emplumar (dfa 18 posterior a la eclosién). Por su parte, Palacios y col. (2009)
demostrd que la lisis mediada por células y los niveles de anticuerpos naturales no se
desarrollan completamente sino hasta el periodo de emplumaje (dia 18). De esta manera,
durante las primeras dos semanas de vida, las crias asignarfan mds recursos a un rdpido
crecimiento (Ricklefs y Wikelski, 2002), con una escasa asignacién de recursos al
desarrollo del funcionamiento del sistema inmune. Sin embargo, la asignacién de
recursos a la funcién inmune comenzaria a incrementar una vez que las crias han
alcanzado cierto nivel de desarrollo (Palacios y col., 2009; Stambaugh y col., 2011). De
esta manera, la disminucién observada en la locomocién en crias desafiadas con LPS
solo en el dia 22, parece relacionarse con un mayor grado de desarrollo, lo que permitiria
utilizar los recursos para la generacion de la respuesta inmune. No obstante, los
intervalos estando agazapado y con los ojos cerrados no variaron con la edad. Se ha
observado que en polluelos de Parus major los anticuerpos naturales se encuentran en
niveles de adulto al final de desarrollo, pero no el sistema del complemento (DeCoster y
col., 2010). En este sentido, es posible que sdlo algunos componentes de la conducta de
enfermedad presenten un desarrollo diferencial dependiente de la edad mientras que
otros no.

A diferencia de los cambios observados en la conducta, los niveles de IL-1, la
temperatura corporal, la masa corporal y la condiciéon corporal no mostraron una
variacion con la edad segin lo esperado por los estudios previos. Los resultados de
nuestro estudio pueden deberse a un posible efecto de las variables ambientales
experimentadas por las crias. Son diversos los estudios que han demostrado un efecto

modulador de la temperatura ambiental sobre la funcién inmune (Buchanan y col., 2006;
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Cichon y col., 2002., Zhang y col., 2015). En algunos estudios se ha reportado un efecto
inmunosupresor de las bajas temperaturas (Cichon y col., 2002) mientras que en otros la
exposicitn a altas temperaturas produce una atenuacién de la respuesta inmune (Henken
y col., 1983a; Subba Rao y Glick, 1970; Thaxton y col.,, 1968). En términos de
individuos en desarrollo se ha demostrado que la aclimatacién a altas temperaturas
(sobre el limite superior de la zona termoneutral) resulta en una disminucion de los
niveles de anticuerpos (Thaxton y col., 1968) o una reduccién en el titulo de
hemaglutinaciéon (Subba Rao y Glick, 1970). En el presente estudio, las crias de O.
degus fueron mantenidas a 30°C, temperatura que se encuentra dentro de la zona
termoneutral para individuos adultos de esta especie (Rosenmann, 1977). Sin embargo,
es posible que esta temperatura no se encuentre dentro de la zona termoneutral de
individuos que se encuentran en desarrollo, afectando de manera negativa la respuesta a
LPS. La similitud en los niveles de IL-1B entre individuos tratados con LPS y los
individuos control (suero salino) parece apoyar la idea de que la aclimatacién a
temperaturas ambientales elevadas podria haber afectado negativamente la funcidn
inmune, independiente de la edad a la cual se produzca el desafio. Por ejemplo, crias de
cobayos (Cavia porcellus) desafiadas a cuatro edades distintas y mantenidas a
temperatura ambiente (23°C) presentaron un aumento del titulo de inmunoglobulina G
(IgG), no obstante, este aumento fue similar en las cuatro edades analizadas (Pilorz y
col., 2005). Por lo tanto, es posible proponer que la exposicion a altas temperaturas tuvo
un efecto atenuante en algunos aspectos de la respuesta a LPS, impidiendo determinar la

ontogenia de la funcion inmune y los costos asociados en esta especie.
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Es posible que los intervalos de tiempo en los cuales se realizaron los registros de
temperatura corporal, cambios en masa corporal y niveles de IL-1B no fueran los
adecuados para registrar la totalidad de los cambios esperados. En este sentido, se ha
observado que las mayores variaciones en la temperatura corporal ocurren en las
primeras 7-8 horas posteriores al desafio con LPS (Blatteiss 2003., Martin y col., 2008).
Sin embargo, nuestros registros comenzaron a las 12 horas posteriores al desafio con
LPS, por lo que es posible suponer que los mayores cambios en la temperatura corporal
ocurrieron en esta ventana temporal y no {ueron registrados en nuestro estudio.

Asi, con los resultados expuestos podemos concluir que solo algunos
componentes de la respuesta inmune innata en crias de Octodon degus varian con la
edad como la conducta asociada a enfermedad, especificamente la locomocién (ver fig.
1). De esta manera, es esperable que factores ambientales como la temperatura o la
disponibilidad de alimentos, tengan un mayor efecto sobre las variables analizadas. Por
ejemplo, se ha observado que la magnitud de la respuesta febril en ratones depende de la
temperatura ambiental (Conrad y col.,, 1997; Rudaya y col., 2005), mientras que los
costos sobre el crecimiento de la respuesta inmune de aves dependen de la
disponibilidad de recursos (Brzgk y Konarzewski, 2007). Por lo tanto, es necesario
evaluar los posibles efectos de variables ambientales, como temperatura o disponibilidad
de alimento, sobre la ontogenia de la funcién inmune y los costos asociados a la
respuesta a un antigeno. Por tltimo, observamos que las crfas manipuladas a los 30 dias
posteriores al nacimiento, presentaron las menores masas corporales al dfa 40. Es

posible que la manipulacion tenga un efecto mayor sobre la masa corporal, comparado
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con el desafio inmune, y que esta manipulacion esté asociada a hormonas de estrés. Por
ejemplo, se ha observado que la elevacion artificial de hormonas de estrés puede atenuar
la actividad inmune en eideres (Somateria sp.; Bourgeon y Raclot, 2006) y pinzones
cebra (Poephilia guttata; Roberts y col., 2007b). Asi, la evaluacién de la posible
interaccidn entre la respuesta inmune y las hormonas de estrés podria dar cuenta de los

resultados observados en este estudio.

Desafio inmune durante el desarrollo: ;existen efectos a largo plazo sobre la tasa
metabdlica basal?

En nuestro estudio, un desafio inmune realizado durante los primeros dias de vida, no
tiene efectos sobre la tasa metabdlica basal, la masa corporal o la condicidén corporal
tanto de machos como de hembras juveniles (90 dias de vida). En particular, no
encontramos diferencias significativas entre individuos desafiados con LPS y control en
estas tres variables. Estos resultados se contradicen lo reportado por otros estudios
previos realizados en animales endotermos, como aves y roedores (Buttler y McGraw,
2012; Butler y col., 2011; Fair y col., 1999; Galic y col., 2009). Estos estudios han
demostrado que la administracion de LPS a ratas durante los primeros dias de vida (3-5
dias) resulta en una reduccién de la masa corporal (Galic y col., 2009; Spencer y col.,
2009) o una reduccion de la respuesta febril (Galic y col., 2009; Spencer y col., 2009)
una vez los individuos han alcanzado la adultez. Por ejemplo, se ha observado que la
administracién de LPS a ratas a los 7 dias después de nacer, se traduce en una menor
masa corporal en la adultez (Spencer y col., 2009). Es maés, se ha demostrado que en

especies altriciales, como ratas o ratones, la respuesta inmune pareciese estar sometida a
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una programacion neonatal. Asf, ratas desafiadas en las primeras semanas de vida,
presentan una atenuacion en la respuesta febril (Spencer y col., 2009). En esta linea, una
inmunizacion realizada durante el desarrollo podria relacionarse con variaciones de la
tasa metabdlica basal, debido a los costos energéticos de la respuesta inmune observado
tanto en aves (Martin y col., 2003; Schmid-hempel, 2012) como en roedores (Demas y
col., 1997; Schmid-hempel, 2012), sin embargo dicha relacién no se observo en este

trabajo.

Dentro del campo de la inmunologia ecoldgica, existe un gran interés por
determinar como la asignacion de energia puede ser mediada por variables ambientales,
como temperatura y disponibilidad de alimento, asi como determinar la ocurrencia de
compromisos de la asignacion de recursos entre la defensa inmunitaria y otros procesos,
como el crecimiento, cnando los recursos son limitados (Hasselquist y Nilsson, 2012;
Lochmiller y Deerenberg, 2000). Asi, en estudios de restriccion de alimento se ha
demostrado que el compromiso entre crecimiento y respuesta inmune se produce cuando
los recursos son limitados (Brzek y Konarzewski, 2007; Killpack y col., 2015). Sin
embargo, dicho compromiso no se observa cuando las crias no se encontraban bajo
restriccién de alimento, lo que indicarfa un umbral de dependencia de recursos de la
respuesta inmune (Alonso-Alvarez y Tella, 2001; Martin-Vivaldi y col., 2006; Snoeijs y
col., 2005). En nuestro estudio, el régimen de alimentacién consistié en alimento ad
libitum, por lo tanto no existid limitacién de recursos. Es posible que tanto la tasa
metabélica basal como la masa corporal de nuestra especie, no fuesen afectadas por

desafios inmunes realizados en el desarrollo, debido a que los recursos no eran
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limitados. De esta manera, la carencia de efectos a largo plazo de la respuesta inmune
sobre la tasa metabdlica basal reportada en este estudio, podria ser resultado de
condiciones ambientales favorables en termino de abundancia de alimento (Downs y
col., 2014; Hasselquist y Nilsson, 2012; Lochmiller y Deerenberg, 2000).

Por tltimo, en nuestro estudio evaluamos la tasa metabolica basal de individuos
juveniles (90 dias) que ain se encuentran en una etapa de crecimiento (Ardiles y col.,
2013) y que no han alcanzado la madurez sexual. Asi, es posible que los efectos de un
desafio con LPS durante el desarrollo se observen en el estado adulto o en edades mas
avanzadas. Por ejemplo, Hanssen y col. (2004) demostraron que la respuesta del sistema
inmune de crias eideres (Somateria sp.) no conlleva ningin costo a corto plazo. Sin
embargo, estos autores reportaron costos a largo plazo (en adultez). Nuestros resultados
no permiten eliminar potenciales costos a largo plazo para nuestros animales de
experimentacién y por lo tanto, no podemos descartar que en el largo plazo la existencia
de compromisos entre la respuesta inmune y rasgos asociados a la adecuacidn bioldgica.

Asi, los resultados de este estudio sugieren que un desafio inmune realizado
durante el desarrollo no tiene efectos sobre la tasa metabolica o la masa corporal de
individuos juveniles. Al parecer la respuesta anoréxica producida por la administracion
de LPS documentada en otras especies (Nemzek y col., 2008), parece no ocurrir en
O.degus, lo que se traduce en un nulo efecto en la masa corporal de los individuos
adultos. En este sentido, se propone que la leptina no seria afectada por un desafio con
LPS durante el desarrollo debido a que la regulacion de la ingesta de alimentos como el
metabolismo son funciones que no se encuentran completamente desarroliadas en esta

etapa, resultando en una carencia de efectos en organismo adultos. La leptina es una
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hormona derivada de los adipocitos y juega un rol esencial en la regulacion del sistema
inmune, en el gasto de energia y en la ingesta de alimentos (Loffreda y col., 1998;
LaCava y Matarese, 2004; Matarese y col., 2005), por lo que resulta esencial evaluar
como los niveles de esta hormona se relacionan con los costos energéticos de la
respuesta inmune en organismos en desarrollo y los efectos a largo plazo que estos

costos tendrian.
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RESUMEN

La temperatura ambiental afecta casi todos los aspectos de los organismos, desde rasgos
fisioloégicos y morfolégicos como atributos conductuales. De esta manera, se ha
reportado que la temperatura ambiental serfa una variable capaz de modificar Ia
capacidad termoregulatoria de los organismos y la funcién inmune, dos procesos
bioldgicos costosos en términos de energia. Asi, y basado en la teoria de historias de
vida, la capacidad termoregulatoria y la funcion inmune serian dos procesos que se
encontrarian en compromiso debido al uso de recursos en comin. De esta manera, la
termorregulacion podria limitar energéticamente a la funcién inmune. Los estudios
realizados a la fecha en individuos adultos, han reportado resultados contradictorios,
observandose un efecto negativo de las bajas temperaturas sobre la eficiencia de la
respuesta inmune, mientras que en otros estudios no se observaron efectos. Asi, con lo
anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de la
temperatura ambiental experimentada durante el desarrollo en la generacion de una
respuesta a un antigeno no patogénico como el lipopolisacarido (LPS) y sobre los costos
energéticos asociados a la respuesta, en crias de Octodon degus (Octodontidae;
Hystricognathi). Las crias fueron aclimatadas desde el dia de nacimiento (dia 0) hasta el
destete (dia 28) a dos temperaturas contratantes: 15°C y 30°C. En el dia 30, realizamos
los desafios inmunes. A las 12 h posteriores al desafio, se realizaron mediciones de
conducta asociada a enfermedad, cambios en la temperatura corporal y cambios en la
masa corporal como rasgos de la respuesta inmune. Finalmente, se realizaron midiciones

de los niveles de la citoquina pro-inflamatoria Interleucina-1p3 (IL-1p),
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Nuestros resultados demostraron que la temperatura ambiental tiene un efecto
modulador sobre algunas caracteristicas de la respuesta inmune innata, pero no sobre los
costos energéticos. Los niveles de IL-1pB, la temperatura corporal y algunos rasgos
conductuales fueron afectados por la temperatura de aclimatacion. De manera especifica,
las crias que crecieron a 30°C presentaron una respuesta inmune atenuada, donde se
observaron diferencias entre los individuos tratados con LPS y las crias control (suero
salino). En este sentido, la aclimatacién a 30°C podria tener un efecto supresor de la
respuesta inmune, debido a un posible estrés termal asociado a la producciéon de
hormonas de estrés. Por otra parte, tanto el cambio en masa corporal como el cambio en
la tasa metabolica basal (previo y posterior al desafio) no fueron afectados por la
aclimatacion pero si por el tipo de desafio. Especificamente, las crias desafiadas con
LPS presentaron las mayores pérdidas de masa corporal y los mayores incrementos en la
tasa metabolica basal comparada con las crias control, independientemente de la
aclimatacioén. En este sentido, es posible que el efecto de la temperatura ambiental sobre
la tasa metabdlica sea marcado sélo cuando las capacidades del animal para mantener la

homeotermia son afectadas.

Asi, nuestros resultados sugieren que en individuos que se encuentran en
desarrollo, la temperatura ambiental representaria un factor modulador clave en algunos
componentes de la respuesta inmune en O. degus. Sin embargo, no observamos un
efecto de la temperatura ambiental sobre los costos energéticos de la respuesta inmune.
Es posible que los regimenes alimentarios experimentados por nuestras crias pudiesen

estar enmascarando o compensando los posibles efectos de la temperatura ambiental.
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Por lo tanto, es necesario evaluar cémo la interaccién enire distintas variables

ambientales afecta la respuesta inmune de esta especie.
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ABSTRACT

The ambient temperature influences all aspects of organisms, from physiological and
morphological traits to behavioral atiributes. Thus, it has been reported that the ambient
temperature would be able to modify the thermoregulatory capacity of organism and the
immune function, two costly biological processes in terms of energy. Based on the
theory of life history, thermoregulatory capacity and immune function would be two
processes that would be traded-off, due the use of common resources. Thus,
thermoregulation could represent a strong energy restriction to immune function. Studies
to date in adult individuals have reported contradictory results, showing a negative effect
of low temperatures on the efficiency of the immune response, while in other studies, no
effects were observed. Moreover, in free-living animals that are in development studies

are scarce.

The aim of this study was to evaluate the effects of the ambient temperature
experienced during development in mounting a response to a non-pathogenic antigen
such as lipopolysaccharide (LPS) and evaluate de effects on the energetic costs
associated to the response in offspring of Octodon degus (Octodontidae;
Hystricognathi). The pups were acclimatized from the day of birth (day 0) until weaning
(day 28) to two different temperatures: 15°C and 30°C. On day 30, we made immune
challenges and the levels of the pro-inflammatory cytokine interleukin-1p (IL-1P)
sickness behavior, changes in body temperature and changes in body mass were

measured as features of the immune response.
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Our results showed that the ambient temperature has a modulatory effect on
certain characteristics of the immune response, but not on energy costs. The levels of IL-
1B, body temperature and certain behavioral traits were affected by temperature
acclimation. Specifically, the pups that grew at 30°C showed an attenuated immune
response, where differences between individuals treated with LPS and control were
observed. In this respect, the acclimatization to high temperatures might have a
suppressive effect on the immune response, due to a possible thermal stress associated
with the production of stress hormones. Moreover, both the change in body mass as the
change in the basal metabolic rate (before and after the challenge) were not affected by
acclimation, but the immune challenge affected these variables. Specifically, the pups
challenged with L.PS had the highest body mass losses and the largest increases in basal
metabolic rate compared to the control animals, independent acclimatization. In this
sense, it is possible that the effect of ambient temperature on metabolic rate is marked

only when the capabilities of the animal to maintain homeothermy are affected.

Thus, our results suggest that ambient temperature may represent a key factor in
some components of immune response in developing individuals of O. degus. However,
we did not observe an effect of ambient temperature on the energetic costs of the
immune response. It is possible that dietary regimes experienced by young could be
masking the possible effects of environmental temperature, Therefore, it is necessary to
evaluate how the interactions between environmental variables affect the immune

response of this species.
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INTRODUCCION

Tanto la sobrevivencia como la fecundidad de los organismos, dos componentes de la
adecuacion biologica (Mills y Beatty, 2006; Sober, 2006), dependen de las condiciones
ambientales a las que se encuentran expuestos (Begon, 2006; Mills y Beafty, 2006;
Sober, 2006). Dentro de estas variables ambientales se encuentra el riesgo a
enfermedades debido a la presencia de parasitos y patdgenos (Begon, 2006; Schmid-
Hempel, 2011). Asi, la mayoria de los organismos es o ha sido parte de una interaccion
parésito-hospedero, una de las interacciones mas comunes en la naturaleza (Begon,
2006; Schmid-Hempel, 2011). En este tipo de interacciones, generalmente la
sobrevivencia y/o la reproduccion del hospedero se ven afectadas, observandose una
disminucion en la adecuacion biologica o fitness (Begon, 2006; Fitze v col., 2004;
Maller y col., 1990).

Sin embargo, los hospederos cuentan con un sistema de resistencia, constituido
por el sistema inmune, capaz de enfrentar una diversidad de patdgenos presentes en el
ambiente. De esta manera, la inversién en mecanismos de defensa puede contribuir a
maximizar la adecuacién bioldgica de los organismos. Sin embargo, la defensa contra
las enfermedades también tiene altos costos energéticos asociados. Acorde con esta idea,
se ha reportado que la generacién de una respuesta inmune requiere recursos que pueden
ser asignados a otras funciones vitales (Lochmiller y Deerenberg, 2000; Sandland y

Minchella, 2003; Sheldon y Verhulst, 1996; pero véase Klasing, 1998; Hasselquist y

Nilsson, 2012). Por ejemplo, existe evidencia que sugiere que durante el periodo




reproductivo la funcion inmune se ve reducida (Deerenberg y col., 1997; Nordling,
1998) o en otros casos donde la generacién de una respuesta inmune afecta de manera
negativa la masa corporal (Moreno-Rueda, 2011).

Por otra parte, la temperatura ambiental se ha reportado como una variable capaz
de modificar la capacidad termoregulatoria de los organismos (Dawson y col., 1983b;
Hinsley y col., 1993; Maldonado y col., 2009; Repasky, 1991; Swanson, 1993; Wiersma
y col.,, 2007; Withers y Williams, 1990). De acuerdo a esto, la termoregulacion
constituirfa una importante funcién biolégica demandante de energia, donde las
demandas energéticas de la termoregulacién requieren de un aumento, del gasto
energético y un reajuste de la maquinaria metabdlica (Konarzewski y Diamond, 1994).
Asi, animales aclimatados y/o aclimatizados al frio, bajo el limite inferior de la zona
termoneutral, presentan tasas metabolicas elevadas comparado con animales aclimatados
a temperaturas dentro de la zona termoneutral (Dawson y col., 1983b; Hinsley y col.,
1993; Maldonado y col., 2009; Repasky, 1991; Swanson, 1993; Wiersma y col., 2007;
Withers y Williams, 1990) De esta manera, en animales endotermos la termorregulacion
podria constituir una importante restriccién en términos energéticos para la funcidn
inmune, sugiriendo que ambas funciones se encontrarian comprometidas debido al uso
de recursos en comun. Por lo tanto, es esperable que la generacién de una respuesta
inmune sea suprimida durante la temporada de invierno o bajo condiciones de bajas
temperaturas (Svensson y col,, 1998, Dabbert y col., 1997, Cichon y col., 2002), de
manera que los recursos disponibles puedan ser asignados a termorregulacion. El efecto
negativo de la aclimatacion al frio en la respuesta inmune fue demostrada en el hererrillo

comun (Cyanistes caeruleus; Svensson y col., 1998), pero esta reduccién en la respuesta
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inmune no fue observada en Colinus virginianus (Dabbert y col., 1997). Estudios en
mamiferos muestran que una exposicion prolongada al frio (aproximadamente 10 dias)
tiene efectos negativos en la respuesta inmune en ratones (Cichon y col., 2002). Es decir,
la respuesta inmune de ratones expuestos por un largo periodo de tiempo al frio es
menor que aquellos animales expuestos al frio solo en el momento de la inmunizacién
(Cichon y col., 2002). Por lo tanto, la intensidad y/o la duraciéon de la aclimatacion
térmica influirian en la modulacion que la temperatura tendria sobre la respuesta inmune
(Thaxton, 1978; Cichon y col., 2002). Esto indicaria que el efecto de la temperatura
ambiental en la respuesta inmune dependerfa de la historia térmica (aclimatacion) que
han experimentado los individuos al momento en que ocurre la inmunizacion.

Las condiciones térmicas experimentadas durante el desarrollo cobran relevancia
debido a las posibles consecuencias que tendrian a largo plazo en el fitness (Lidstrom,
1999). Diversos estudios han reportado que la temperatura ambiental afecta varios
procesos relacionados con el crecimiento y desarrollo de los organismos, asi como
atributos de la conducta, fisiologia y la morfologia (Barnett y Mount, 1967; Shinder y
col., 2007; Weaver y Ingram, 1969). Especificamente, animales roedores aclimatados a
bajas temperaturas durante su desarrollo presentan una menor masa corporal (Young y
Shimano, 1998) y presentan una mayor proporcién de grasa parda (Young y Shimano,
1998). Ademas, estudios que evalian los efectos de la aclimatacién al frio en la
respuesta termoregulatoria de aves y mamiferos , demuestran que individuos bajo esta

condicién aumentan su capacidad termoregulatoria (Chaffee y Roberts, 1971; Cabanac,

1975).
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En vertebrados, son escasos los estudios que han evaluado el rol de la
temperatura ambiental experimentada durante el desarrollo sobre la capacidad de
generar una respuesta inmune y los posibles costos energéticos asociados. La mayoria de
estos estudios han explorado algunos componentes de la respuesta innata,
especificamente en la respuesta de fase aguda (APR, de su sigla en inglés) debido a que
esta respuesta podria representar un mediador de los compromisos existentes entre
inmunidad y rasgos de historia de vida (Bonneaud y col., 2003; Lee y col., 2005; Owen-
Ashley vy Wingfield, 2007). La APR es un componente de la defensa inmune innata y es
posible observarla en el transcurso de una infeccion (ver Introduccidén general: Sistema
inmune de vertebrados). La mayoria de los estudios realizados en vertebrados se han
centrado principalmente en aves y peces. En peces, la temperatura ambiental
experimentada durante el desarrollo afecta caracteristicas de la respuesta inmune,
relacionadas con una respuesta no especifica (Alcorn y col., 2002). Particularmente, se
ha reportado que la aclimatacion a bajas temperaturas produce un aumento en la
actividad del complemento (Alcorn y col., 2002). En aves, se ha demostrado que la
respuesta inmune no se ve afectada por la condicién térmica en la cual crecen y se
desarrollan los organismos, cuando la temperatura a la que son expuestos los animales
en desarrollo se encuentran cercanos a la zona termoneutral (Thaxton y col., 1968;
Thaxton y Siegel, 1970, 1973; Subba Rao y Glick, 1970, 1977). Esto se debe,
posiblemente, a que los organismos se encontrarian més adaptados a las condiciones
térmicas y menos susceptibles a factores inmunosupresores (Thaxton y Siegel, 1970).
Sin embargo, cuando la temperatura ambiental es muy distante del limite inferior de la

zona termoneutral es posible observar efectos en la respuesta inmune (Thaxton y col.,
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1968; Thaxton y Siegel, 1970, 1973; Subba Rao y Glick, 1970, 1977). Este fenémeno se
ha asociado a que temperaturas mas extremas representarian un estrés en términos de la
homeostasis térmica, lo que se traduciria en la produccién de hormonas relacionadas a
estrés (Marketon y Glaser, 2008). En roedores, los estudios que evalten el efecto de la
temperatura ambiental sobre la respuesta inmune innata y los costos energéticos
asociados, en individuos que se encuentran en la etapa de desarrollo son escasos
(Buchanan y col., 2003; Buchanan y col., 2006; Florez-Duquet y col., 2001). Estos
estudios han demostrado, que la exposicién de ratas juveniles, incouladas con LPS, a
temperaturas dentro de la zona termoneutral (30°C) favorece la produccion de fiebre y la
produccion de citoquinas inflamatorias como interleucina-1p ( Buchanan y col., 2003;

Buchanan y col., 2006; Florez-Duquet y col., 2001).

En este estudio evaluamos los efectos de la temperatura ambiental experimentada
durante el desarrollo en la generacién de una respuesta a un antigeno no patogénico
como el lipopolisacérido (LPS) y sobre los costos energéticos asociados a la respuesta,
de crias de Octodon degus (Octodontidae; Hystricognathi). Octodon degus es un roedor
precocial, social caviemorfo (Fulk, 1976; Yaiiez, 1976), de habitos diurnos que habita la
zona centro-norte de Chile (Woods y Boraker, 1975). Debido a su caricter social y
presentar una crianza comunal, Ocfodon. degus constituye un buen modelo de estudio,
ya que las probabilidades de estar expuesto a patdgenos son mayores, por lo que invertir

en inmunidad en los primeros dias de vida seria ventajoso.
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HIPOTESIS

La temperatura ambiental es una variable que afecta diversos atributos de los
organimos, entre ellos Ia funcién inmune y la capacidad de termoregulacién. Como
estas dos funciones bioldgicas utilizan recursos en comin, las bajas temperaturas
producen una atenuacién en la eficiencia y magnitud de la respuesta inmune y en
los costos asociados de la respuesta, debido a una mayor asignacién de recursos a

termoregulacion.

Predicciones especificas

- La tasa metabolica basal serd mayor en individuos que fueron aclimatados desde el

nacimiento a bajas temperaturas.

- La magnitud de la respuesta a LPS serd menor en individuos inmunizados y que fueron

aclimatados desde el nacimiento a bajas temperaturas.

- La masa corporal serd menor en individuos inmunizados y aclimatados a altas

temperaturas.
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OBJETIVO
Evaluar el efecto de la temperatura ambiental experimentada durante el desarrollo de los
individuos sobre la generacién de una respuesta inmune y los costos energéticos de

dicha respuesta.

Objetivos especificos:

» Determinar si existen diferencias en la respuesta a LPS (cambios conductuales,
respuesta febril, niveles de citoquina inflamatoria) entre individuos aclimatados a

dos temperaturas (15°C y 30°C) durante el desarrollo.

» Evaluar el efecto de la inmunizacién con LPS y la condicién térmica

experimentada durante el desarrollo (15°C y 30°C) en la tasa metabolica basal.

* Evaluar el efecto de la inmunizacion y la condicién térmica experimentada

durante el desarrollo (15°C y 30°C) sobre la masa corporal.
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MATERIALES Y METODOS

Captura 'y mantencion de los animales
Se capturaron hembras (n=29) y machos adultos (n=25) en Rinconada de Maipt
(33°23'8, 70°31'W; 30 km al oeste de Santiago), zona central de Chile, en los meses de
Abril y Mayo 2013. Los animales fueron trasladados al laboratorio, mantenidos en cajas
individuales, con fotoperiodo 12L: 120, a una temperatura ambiente de (T,) de 22 + 2
°C, por un periodo de un mes. El alimento consistié en alimento comercial de ratén y fue
proporcionado ad libitum,

Las hembras fueron monitoreadas para determinar la fecha de apertura de la
vulva. Una vez abierta, las hembras fueron trasladadas a jaulas de apareamiento y
mantenidas con machos. Las hembras prefiadas fueron trasladadas a jaulas individuales
y pesadas diariamente y hacia el final del perfodo de gestacién (tres meses), las jaulas
fueron chequeadas diariamente para detectar la presencia de crias. El dia en que las crias

fueron encontradas se registré como la fecha de nacimiento (dia 0).

Aclimataciones e inmunizaciones

Una vez comenzadas las pariciones, las hembras y sus crias fueron asignados al azar a
una de dos condiciones experimentales. Un grupo fue aclimatado a 15°C (n=16),
temperatura que se encuentra bajo la zona termoneutral y que ha sido reportada como
una condicion térmica que aumenta el gasto de energia y conducta de termorregulacion y

(Nufiez-Villegas y col, 2014). El segundo grupo fue aclimatado a 30°C (n=17),
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temperatura que se encuentra dentro de la zona termoneutral (Rosenmann, 1977) y que
por tanto no representa un desaffo en términos termoregulatorios para esta especie. Las
crias fueron aclimatadas desde el dia 0 (DO) hasta el dia 28 (D28), dia que se encuentra
comprendido en el periodo de destete para esta especie. En el dia 28, las crias de ambas
aclimataciones fueron separadas de la madre y trasladadas a una sala a temperatura
ambiental (23 +1°C) y con fotoperiodo de 12L:120.,

Las inmunizaciones de ambos grupos se realizaron el dia 30 (D30) después del
nacimiento, donde un grupo fue desafiado con lipopolisacarido (LPS purificado de
Salmonella entérica, Sigma; 500ug/kg) mientras que el otro grupo (grupo control) fue
inoculado con suero salino, en un volumen de 200 pl por inoculacién, administrados
intraperitonealmente. El antigeno LPS, corresponde al componente inmunogénico de la
pared celular de las bacterias gram negativas y se ha observado que induce shock séptico
en roedores (Nemzek et al 2008). La utilizacion de LPS permite reproducir la respuesta
de los individuos a una infeccion, sin los efectos replicativos de los patdgenos. Asi, los
tratamientos experimentales fueron: LPS-30°C (n=9), LPS-15°C (n=9), Suero-30°C
(n=8) y Suero-15°C (n=7). Todas las inoculaciones se realizaron entre las 18:00 y 19:00
horas y luego de realizadas, los animales fueron separados de acuerdo al tipo de
tratamiento que recibieron. La masa corporal de las crias fue medida antes de la

inoculacién y 24 horas posteriores al desaffo, en una balanza digital (:0.01gr).

87




Temperatura corporal
La temperatura corporal se registré con un termémetro laser digital marca VeraTemp
Sin-Contacto (£ 0.2°C) antes de realizar las inoculaciones y 12, 15, 19 y 24 horas

después de realizado el desaffo. La temperatura se medi6 en la zona abdominal.

Niveles de interleucina-18 (IL-10)

Previo a las inoculaciones se extrajo una muestra de sangre de la vena safena lateral
(UBC Animal Care Guidelines). A las 36 horas posteriores al desafio se extrajo una
nueva muestra de sangre. Estas muestras fueron centrifugadas por 6 min a 15000rpm en
una cenirifuga Boeco M-240. Se extrajo el suero y se reservé para los andlisis de los
niveles de IL-1B. Los niveles de IL-1p fueron estimados en el suero mediante un ensayo
de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Pocillos de placas de microtitulacién de
96 pocillos fueron recubiertos durante la noche con un anticuerpo de captura
monoclonar (Life Technologies). Las placas luego fueron bloqueadas por una hora con
PBS que contenia 1% de BSA, 5% sacarosa y 0.05% NaN3. Las muestras de suero
fueron diluidas en PBS, y colocadas en los pocillos en duplicado e incubadas por 2h a
temperatura ambiente. Luego, se agregaron anticuerpos de deteccion monoclonales (Life
Technologies) y se incub6 nuevamente por 2h. A continuacién, una solucién (mezcla 1:1
de tetrametilbencidina y H202) fue agregada a cada pocillo, para Iuego detener la
reaccion con H2804 2N después de 20 min. La absorbancia de las placas se midié a
450nm con una correccion de la longitud de orda a 540nm usando un lector de places de
ELISA automatizado. Todos los lavados fueron hechos con PBS complementado con

Tween 20 (0.05%).
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Conducta asociada a enfermedad

Para evaluar la conducta de enfermedad correspondiente a la respuesta de fase aguda, se
realizan videos de las crias de los cuatro tratamientos con una cdmara grabadora
(Handycam HDR CX220) montada en un tripode y localizada frente a las cajas. Las
grabaciones duraron 30 minutos y se realizaron a las 15 horas posteriores al desafio
inmune. Se realiz6 un registro de las siguientes conductas: 1) agazapado, definido como
el cuerpo encorvado hacia abajo con la cabeza baja y las exiremidades (niimero de veces
que el animal permanecia un periodo de 60 segundos agazapado) 2) locomocidn,
movimiento del animal de un extremo a otro de la jaula (nimero de veces) y 3) ojos
cerrados, (numero de veces que permanecia con los ojos cerrados por un periodo de 30
segundos). No existen registros previos de la existencia de la conducta de enfermad en
degus, ni tampoco que las crias de esta especie exhiban la conducta de agazapado, ojos
cerrados o disminucién en la locomocidn como parte de la respuesta de fase aguda. Sin
embargo, estas tres conductas han sido registradas como relevantes en el contexto de la

respuesta de fase aguda en crias de cobayos (Hennesy y col., 2004).

Tasa metabdlica basal

Se determiné el consumo oxigeno (VO;) a las 24 h antes y 24 h después de realizar
desafio inmune. La tasa metabolica basal (TMB) se determiné en la fase de descanso del
ritmo de actividad de la especie, en individuos postabsortivos, mediante un sistema de
respirometria de flujo abierto (Sable Systems) computarizado (Datacan V) calibrado con

una mezcla de oxigeno conocida (20%) y nitrégeno (80%) certificado por cromatografia
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(INDURA, Chile). Las determinaciones individuales se realizaron en camaras de vidrio,
en oscuridad, a temperatura ambiente correspondiente a termoneutralidad, i.e., 30 £ 0.5
°C (Novoa, 1993; Rosenmann 1977). Las camaras metabodlicas recibieron aire seco a una
tasa de 750 a ml/min desde un controlador de fiujo (Sierra Instruments) para asegurar
una mezcla adecuada en la camara. El aire fue secado antes y después de la cimara y
monitoreado cada 5s mediante un Analizador de Oxigeno 1FC-1B (Sable System). El
CO, se retir6é antes de entrar al analizador de O y el consumo de oxigeno se calculd
utilizando la ecuacion de Withers (1977: p 122): V.0, = [FR*60*(Fi O, — Fe 0,)]/(1-Fi
05), donde FR es la tasa del flujo en ml/min después de la correccion. STP, Fi y Fe son
las fracciones de concentracion de O al ingreso y salida de la cdmara metabdlica,

respectivamente.

Andlisis estadistico

Previo a los anélisis de los efectos de aclimatacién y desafio inmune sobre las variables
dependientes, se evalud el efecto del sexo mediante un anélisis de varianza (ANOVA)
sobre todas las variables estudiadas. EL efecto de la temperatura ambiental y el tipo de
desaffo sobre el cambio en masa se evalué mediante un analisis de varianza de dos vias.
Para evaluar las diferencias especificas se utilizé la prueba a posteriori de Tukey. La
temperatura corporal de los cuatro tratamientos se compar6 durante un periodo de 12 h
después de cada inoculacién. Para ello se utilizo un anova de medidas repetidas de dos
vias (con el efecto de la temperatura, tipo de desafio y el tiempo como factores
principales). Para evaluar las diferencias especificas se utilizé el test a posteriori de

Tukey.
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El efecto de la temperatura de aclimatacién y del tipo de desafio sobre los niveles
de IL-1pB fue evaluado mediante un andlisis de varianza de dos vias (ANOVA). Para
evaluar las diferencias especificas se utilizé la prueba a posteriori de Tukey.

Las variables conductuales se analizaron mediante andlisis paramétricos y no
parameétricos. El efecto de la temperatura ambiental y el tipo de desafio inmune sobre la
locomocion y el agazapamiento fueron evaluados mediante un anslisis de varianza de
dos vias (ANOVA). Para evaluar las diferencias especificas se utilizé la prueba g
posteriori de Tukey. El nimero de veces que los animales permanecieron con los ojos
cerrados fue evaluado mediante la transformacion de rangos alineados (ART; Wobbrock
y col., 2001). Esta aproximacién permite anélisis factoriales de datos no paramétricos,
incluyendo la interaccion entre factores, primero realizando una transformacién que
alinea los datos para cada efecto, y Juego un ranking de los datos. Los datos alineados y
ranqueados fueron luego analizados mediante un analisis de varianza factorial. Para
evaluar las diferencias especificas se utiliz6 la prueba a posteriori de Tukey.

Para evaluar el efecto del desafio inmune y de la temperatura sobre la TMB antes
y después de realizado el desafio (Oh y 24h), se realizé un analisis de covarianza de
medidas repetidas de dos vias (RM-ANCOVA), siendo la masa corporal la covariable.
Para evaluar las diferencias especificas se utilizo el test a posteriori de Tukey. Todos los

anglisis estadisticos se realizaron con el programa Statistica 7 para Windows. Los

resultados son presentados con el promedio + error estandar.




RESULTADOS

Andlisis de Normalidad

Previo a los analisis, se evalud la normalidad de los datos mediante pruebas de de
Kolmogorov-Smirnov, Lilliefors y Shapiro-Wilk. La masa corporal de las crias
aclimatadas a 15°C y 30°C, tasa metabolica basal y niveles de IL-ib fueron
transformando usando la funcion logaritmo para cumplir con el supuesto de normalidad.
La temperatura corporal fue transformada usando la funcién inversa (1/X), mientras que

las variables conductuales fueron evaluadas con estadistica no paramétrica.

Cambios en masa corporal y tasa metabdlica basal (tmb).

La masa corporal no presento diferencias significativas entre sexos antes del desafio
(ANCOVA: Fy 20= 0.007; p=0.94). La mb inicial (previa al desafio inmune) fue afectada
de manera significativa por la aclimatacion (ANCOVA-MR: Fy ;5= 7.16; p=0.015),
donde las crias que crecieron a 15°C presentaron una menor masa corporal (prueba de
Tukey p<0.05; Tabla 1). Después de realizado el desafio, se encontré6 un efecto
significativo de la aclimatacion (ANOVA-MR: F; ;5= 10.55; p=0.004) y tipo de desafio
(ANCOVA-MR: Fy 15= 59.04; p<0.0001), donde las crias desafiadas con LPS perdieron
2.7% de la masa corporal inicial (prueba de Tukey p<0.05 Fig. 1). La interaccién entre
aclimatacion y el tipo de desafioc mostr6 soloun efecto marginal (ANCOVA-MR: F| 5=

3.34; p=0.08).
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Tabla 1. Masa corporal y tasa metabdlica basal (TMB) medidos antes (Oh) y despucs
(24h) del desafio con LPS, en crias aclimatadas a 15°C y 30°C. Valores se expresan
como promedio + error estdndar.

Temperatura-Desafio | n | Masa corporal 0h  Masa corporal 24k TMB Oh TMB 24h
30°C-LPS 9176.75 % 6.01 72.52+6.1 81.56 £8.53 100.47 £7.76
30°C-Suero salino 8173.37+6.77 71.79 £ 5.81 80.18+11.4 78.17+£7.72
15°C-LPS 9153.79£2.59 49.73 £1.04 56.16 £5.05 79.83 537
15°C-Suero salino 7152.07 +£3.24 57.6+3.26 70.19 £ 8.55 69.87 £6.23
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Figura 1. Cambio en masa corporal de crias de O. degus, desafiadas con LSP y control y
aclimatadas a dos temperaturas ambientales (15° y 30°C)

No se encontrd un efecto significativo del sexo sobre la TMB (ANOVA: F;2=0.57;
p=0.46), por lo que los analisis posteriores se realizaron agrupando sdlo por tratamiento.
No se observé un diferencia significativa de la aclimatacién térmica sobre la TMB
(ANOVA-MR: F;=0.14; p=0.71). Sin embargo, la TMB fue afectada de manera
significativa por el tipo de desafio (ANOVA-MR: F;23=11.51; p=0.002), donde el
desafio con LPS produjo un incremento de un 28% en el gasto energético de las crias
aclimatadas a 30°C y de un 14% para las crias aclimatadas a 15°C (test de ¢ p=0.15;
tabla 1), respecto de lo observado en las crias tratadas con suero salino (Fig. 2). Por
ultimo, no se observo un efecto significativo de la interaccion entre aclimatacion y tipo

de desafio (ANOVA-MR: F; 55= 1.76; p=0.19).
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Figura 2. Cambio en tasa metabdlica basal de crias de O. degus, desafiadas con LSP y control y
aclimatadas a dos temperaturas ambientales (15°Cy 30°C).

Temperatura corporal y niveles de IL-18
La comparacion de la temperatura corporal en un intervalo de 24h posteriores al desafio
inmune revel6 un efecto significativo de la interaccion entre la hora posterior al desafio
y el tipo de desafio sobre esta variable (ANOVA-MR: F4 =2.75; p=0.03). El analisis a
posteriori reveld que a las 19h posteriores al desafio, las crias inmunizadas con LPS
presentaron las menores temperaturas corporales (Fig. 3). No se observé un efecto
significativo de la interaccién entre la hora post-desafio y aclimatacion (ANOVA-MR:
F47=1.8; p=0.14) o de la interaccidn entre estas variables (ANOVA-MR: F;7,=1.4;
p=0.24) sobre la temperatura corporal.

No se encontraron diferencias enire machos y hembras en los niveles de la
citoquina IL-1B (ANOVA: F;26=0.009; p=0.92), por lo que no se realizaron analisis por

separado para cada sexo. Se observé un efecto significativo de la interaccion entre la
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temperatura de aclimatacion y el tipo de desafio sobre los niveles de IL-13 (ANOVA:
F1,16=7.46; p=0.01). Especificamente, los niveles de esta citoquina fueron mayores en las

crias aclimatadas a 15°C y que fueron desafiadas con LPS (test de Tukey p<0.05; Fig. 4)
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Figura 3. Temperatura corporal registrada a las 12, 15, 19 y 24 horas posteriores al desafio con
LPS (circulos cerrados) o inoculacién de suero salino (circulos abiertos) en crias de O. degus
aclimatadas a dos temperaturas distintas, 15°C (panel superior) y 30°C (panel inferior). Las
inoculaciones comenzaban a las 19:00, correspondiente a la hora 0.
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Figura 4. Niveles de IL-1B de crias de O.degus, desafiadas con LPS (circulos cerrados) o
tratadas con suero salino (circulos abiertos) y aclimatadas a dos temperaturas (15°C y 30°C).

Conducta de enfermedad

El andlisis de la conducta de las crias revelo que ninguna de las conductas evaluadas,
locomocioén, intervalos agazapado y ojos cerrados, presentaron diferencias enire sexos
(ANOVA: Fy30=0.0001; p=0.99; Fi30=1.49; p=0.23; Kruskal-Wallis: H(j ;<32)=0.54;
p=0.46; respectivamente). Se observé que el desafio con LPS produjo una reduccion
significativa de la locomocién (ANOVA: F;20=13.76, p=0.0009; Fig. 5a); sin embargo,
la aclimatacién solo tuvo un efecto marginal (ANOVA: F,;29=13.76, p=0.06;). La
interaccion entre aclimatacion y desafio inmune no afecté de manera significativa esta
conducta (ANOVA: Fy= 1.11; p=0.3). Se observé que las crias desafiadas con LPS
incrementaron los intervalos agazapados (ANOVA: Fy20=10.23, p=0.003; Fig. 5b). No
se observo de la aclimatacién sobre el nimero de intervalos agazapado (ANOVA:

F120=2.92, p=0.09), de igual manera, el efecto de la interaccién entre tipo de desafio y
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aclimatacidn tampoco fue significativo (ANOVA: F 1,20=0.26, p=0.62). Debido a que el
nimero de veces que los animales permanecieron con los ojos cerrados presentd una
gran cantidad de eventos con frecuencia igual a cero, se utilizd una prueba no

paramétrica. El anélisis de varianza de dos vias con un procedimiento de ART (ver
metodologia) mostrd un efecto significativo de la aclimatacién (ANOVA: F; =604,
p<0.0001), donde las crias que crecieron a 15°C mostraron mayor numero de intervalos
con los ojos cerrados. El desafio con LPS provocé un aumento significativo del ntiimero
de veces que las crias permanecieron con los ojos cerrados (ANOVA: F)20=103.67,
p<0.0001). Por 1ltimo, se observé un efecto significativo de la interaccién (ANOVA:
F1,26=26.78, p<0.0005; Fig. Sc), donde las crias aclimatadas a 15°C y desafiadas con
LPS presentaron el mayor nimero de intervalos con los ojos cerrados (prueba de Tukey

p<0.05)
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Figura 5. Conducta asociada a enfermedad. A) Locomocién, B) estado agazapado y C)
intervalos con los ojos cerrados. Los registros se realizaron después de realizado el desafio con
LPS (barras negras) o suero salino (barras grises) en crias de O. degus aclimatadas a 15°C y
30°C.
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DISCUSION

En este studio se evalué si la exposicién a bajas temperaturas (15°C) se traducia en una
atenuacién de la respuesta immune en crias de Octodon degus desafiadas con LPS,
comparado con crias aclimatadas a una temperatura dentro de la zona termoneutral
(30°C). Debido a los costos energéticos de la respuesta immune, la exposicién a bajas
temperaturas significaria una reduccién en la magitud de Ia respuesta; sin embargo no

encontramos evidencia que mostrara dicha reduccion.

Niveles de IL-1f y cambios en la temperatura corporal.

Las citoquinas interlucina-18 (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis
tumoral-o. (TNF-ot} son citoquinas modificadores de la inflamacién, y son esenciales
para la activacién éptima de la defensa de los organismos y la supervivencia en
respuesta a la infeccién (Cross y col., 1995; Leon y col., 1998). En este estudio, sélo
evaluamos la expresién de IL-18, ya que reportes previos han documentado que Octodon
degus carece de IL-6 (Nemzek, y col., 2003). Nuestros resultados mostraron que las
crias aclimatadas a 15°C y desafiadas con LPS, presentaron los mayores niveles de IL.-
1B. Sin embargo, dicho incremento no se observé en las crias aclimatadas a 30° y
desafiadas con el mismo antigeno. La IL-1B es una citoguina producida por células
como macrofagos, fibroblastos y células endoteliales, que se encuentra relacionada con
el proceso inflamatorio (Shirakawa y col., 1993}, induciendo la coagulacién, respuesta

febril y un aumento de la permeabilidad vascular (Dinarello, 1997, 2004; Ohlsson y col.,
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1990). Sin embargo, su sobreproduccion se relaciona con un shock séptico y muerte,
tanto en animales como en humanos (Natanson y col., 1989; Rees y col., 1990).
Fairchild y col. (2000) reportaron que a temperaturas cercanas a 37°C, se produce una
explosién/supresion de la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, entre ellas IL-1B,
a modo de evitar una exposicién prolongada a los efectos potencialmente citotéxicos de
estas citoquinas. De esta manera, es posible que la exposicion de las crias a 30°C
provoque una reduccion en la produccién de IL-1B, a modo de evitar una expresion
desregulada de esta citoquina y, por lo tanto, provocar dafio celular, shock séptico y la
muerte del animal (Mufioz y col., 1991; Tracy y col., 1990).

Al igual que lo observado en la conducta de ojos cerrados, estos resultados
sugieren que la exposicién a bajas temperaturas tendria un efecto estimulador mas que
supresor en la respuesta a LPS, Concordante con nuestros resultados, son variados los
estudios que reportan un efecto estimulador de las bajas temperaturas en la respuesta
inmune tanto en individuos adultos (Kaunisto y col., 2015; Zhang y col., 2015) como en
crias (Henken y col., 1983a; Taxton y col., 1978). En esta via, Demas y Nelson (1996) y
posteriormente Sinclair y Lochmiller (2000) proponen la hipétesis de mejoramiento
inmunoldgico en invierno. Esta hip6tesis plantea que muchos mamiferos pequefios que
experimentan condiciones térmicas desfavorables durante el invierno, han evolucionado
hacia estrategias de historia de vida donde algunas funciones son suprimidas mientras se
produce un mejoramiento de la funcién jnmune. Asi, animales que experimentan
inviernos no tan severos se encontrarfan expuestos un estrés térmico mas atenuado, lo

que permitiria mantener una funcién inmune normal (no suprimida; Demas y Nelson

101




1996). De esta manera, es posible que la temperatura de 15°C experimentada por las
crias en este estudio, no represente un desafio térmico severo, resultando en un posible
efecto potenciador de la temperatura sobre la funcién inmune. Henken y col. (1983a)
proponen que para que exista una influencia supresora de las condiciones térmicas sobre
la respuesta inmune en organismos que se encuentran desarrollo, las temperaturas
ambientales tendrian que ser mas extremas (bajo los 15°C), debido a que el efecto de la
temperatura sobre la funcién inmune dependerfa de la capacidad de los individuos de
mantener la homotermia, como consecuencia de la existencia de compromisos entre
estas dos funciones biologicas. Por ftiltimo, y apoyando la hipétesis expuesta
anteriormente, la falta de incremento en los niveles de IL-1B en los individuos
aclimatados a 30°C y desafiados con LPS, comparado con los individuos control, parece
evidenciar la existencia de un efecto supresor de las temperaturas elevadas. Resultados
similares han sido observados en polluelos de gallina (Thaxton, 1978), en donde
temperaturas cercanas a los 32°C producen una reduccién de los niveles de anticuerpos.
Si bien la temperatura seleccionada en este estudio se encuentra dentro de la zona
termoneutral reportada para adultos de O. degus (Rosenmann, 1977), es posible que
dicha zona no sea la misma en individuos que se encuentran en desarrollo. Nosotros solo
evaluamos el limite inferior de la zona termoneutral en crias, pero no tenemos
conocimiento sobre cuél es la temperatura ambiental correspondiente al limite superior
de la zona termoneutral,

A los 15°C, las crias desafiadas con LPS presentaron una disminucién en la
temperatura corporal, sin embargo esta disminucién no fue significativa (Fig. 4). Las

crias control no presentaron cambios en la temperatura corporal a Io largo del registro. A
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los 30°C, tanto las crias desafiadas con LPS como el grupo control presentaron el mismo
patrén de disminucién de la temperatura corporal. El desafio con LPS en ratones,
produce una reduccién en la temperatura corporal (Nemzek y col., 2008; Remick y col.,
2000), probablemente debido a la répida progresion del estado de enfermedad y la gran
relacion de drea superficial en estos pequefios animales (Nemzek y col., 2008; Remick y
col., 2000). Sin embargo, diversos autores (Conrad y col,, 1997; Rudaya y col., 2005)
han reportado que ratas adultas son capaces de desarrollar fiebre cuando son mantenidas
a altas temperaturas (31°C). Estos resultados sugieren que la generacién de fiebre
ocurriria cuando los individuos son capaces de termoregular de manera conductual. En
este sentido, es posible que la temperatura ambiental (23°C; ver metodologia) a la cual
se encontraban las crias al momento del desafio inmune pudiese influir sobre el
desarrollo de la respuesta febril en degus. Sin embargo, las crias control aclimatadas a
30°C experimentaron el mismo descenso en la temperatura corporal, mientras que las
crias control aclimatadas a 15°C no mostraron dicha disminucion, por lo que no es
posible asegurar que el patrén observado en la temperatura corporal sea debido a la
temperatura ambiental. Por otra parte, se ha reportado que en algunas especies de
roedores, la respuesta febril a LPS depende de la dosis administrada. Asi, bajas dosis de
LPS resultarfan en hipertermia mientras que dosis mas elevadas resultarian en
hipotermia (Rudaya y col., 2005). La dosis utilizada en este estudio fue estimada de la
unica investigacion realizada en degus, utilizando LPS como antigeno (Nemzek, y col.,
2003). Sin embargo, el LPS se administré en muestras in vitro e in vivo, y los

individuos fueron sacrificados inmediatamente después de administrado el LPS, por lo
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que no es posible descartar que la dosis utilizada en el presente estudio fue lo
suficientemente alta como para causar una respuesta de hipotermia.

Por tltimo, Romanovsky y Szekely (1998) argumentan que tanto la
hipertermia como la hipotermia representarian dos estrategias diferentes para combatir
una inflamacién sistémica, siendo cada una desarrollada como una respuesta adaptativa
a las condiciones ambientales. Asi bajo condiciones de baja productividad ambiental, la

hipotermia representaria una respuesta adaptativa en roedores (Martin y col., 2008a).

Cambios en la masa corporal y tasa metabdlica basal

La masa corporal de las crias fue afectada por la temperatura ambiental previa al desafio,
siendo las crias que crecieron a 15°C las que presentaron una menor masa corporal. Una
vez realizado la inmunizacién con LPS, la pérdida de masa corporal tanto en las crias
que crecieron a 30°C como a 15°C fue similar. La falta de efecto de la interaccién entre
temperatura de aclimatacién y desafio sobre la masa corporal, se debe posiblemente al
estado corporal inicial de las crfas, lo que ha sido documentado previamente (Lennie,
1998). Las crias aclimatadas a 15°C presentaron masas corporales 16% menores al
momento de realizar el desafio inmune sugiriendo que su estado corporal inicial no serfa
igual al de las crias que crecieron a 30°C, Esto se traduciria en que después de realizar el
desafio inmune, las crias aclimatadas a 30°C redujeran su masa corporal en el porcentaje
esperado por el estimulo de LPS, debido a una posible reduccion en la ingesta de
alimentos (Lennie, 1998). En este sentido, las crias aclimatadas a 15°C ya presentarian
una reduccién previa en la masa corporal al momento de realizar el desafio, por lo tanto,

la ingesta de alimento por parte de estas crias no se reducirfa de una manera similar a las
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crias aclimatadas a 30°C, de manera de mantener la masa corporal a este nivel
previamente reducido (Lennie, 1998). Estudios previos han reportado que ratas con una
malnutricién de proteinas reducen solo en un 1% su ingesta de alimentos, mientras que
ratas normales la reduccioén fue de un 48% después de inducir una inflamacién aguda
(Jenning y Elia, 1998). Sin embargo, no contamos con datos sobre las tasas de ingesta de
alimento, por lo que no es posible asegurar que las crias aclimatadas a 30°C presentaron
las mayores reducciones en la ingesta de alimento comparado con las crias aclimatadas a
15°C.

En crias de O.degus, un desafio con LSP resulté en un incrementd de un 28.5%
de la tasa metabdlica basal para las crias que crecieron a 30°C vy 14.3% para las crias
aclimatadas a 15°C, con respecto a las crias control. Demas y col. (1997) encontraron
que en ratones adultos la respuesta a la hemocianina de fisurella (KLH) produce un
aumento de de un 27% de la tasa metabdlica de reposo. Sin embargo, Pilorz y col.
(2005), han reportado que la tasa metabélica para crias de cobayo desafiadas con KLH
se mantiene invariante. El incremento de la tasa metab6lica basal en nuestro estudio se
encuentra dentro de los valores reportados previamente para individuos adultos (Demas
y col., 1997; Schmid-Hempel, 2011). En este sentido, se ha argumentado que el
incremento de los costos energéticos en respuesta a un antigeno inmunogénico podria
deberse a la generacion de Ia respuesta inmune, entre ellos la generacion de la respuesta
de fase aguda (Martin y col., 2008b) o a la generacién de la respuesta febril (Kluger,
1991). De esta manera, elevar la temperatura corporal en 1°C involucra un incremento
de un 10% de la tasa metabélica (Kluger, 1991). Sin embargo, no se observé un

incremento de la temperatura corporal, en respuesta a LPS. Por lo tanto, el incremento
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observado en la tasa metabélica podria ser principalmente el resultado de la produccién
de proteinas de fase aguda més que la generacion de una respuesta febril (Borel y col.,,
1998; Klasing, 2004).

En nuestro estudio, esperdbamos encontrar un efecto de la temperatura ambiental
sobre la TMB. En este sentido, las crias mantenidas a 15°C presentarian los menores
incrementos comparados con los animales mantenidos a 30°C. Sin embargo, el
incremento en la tasa metabdlica de ambos tratamientos no fue significativamente
distinto (tabla 1). La carencia de un efecto de la temperatura ambiental sobre el
metabolismo de animales desafiados con LPS podria deberse al tiempo o a la magnitud
de la exposicion a esa condicién ambiental. Se ha reportado que en ratones adultos, una
exposicion prolongada al frio resultaria en una supresién de Ia respuesta inmune, debido
a los ajustes en las capacidades termoregulatorias (Cichon y col., 2002). Sin embargo, es
posible que en crias el fenémeno sea contrario, donde una exposicién prolongada a
cierta condicién ambiental involucre un mayor grado de aclimatacién y por tanto una
menor susceptibilidad a factores estresores (Thaxton, 1978). Asi, la aclimatacion desde
el nacimiento hasta el destete podria involucrar la mantencién de un margen energético
seguro en caso de presentarse demandas energéticas inesperadas (Diamond y Hammond,
1992). Por lo tanto, es posible que la aclimatacién a 15°C resulte en mayores
capacidades de reservas emergéticas para estas crias. Por oira parte, y como se ha
mencionado anteriormente, los efectos de la temperatura ambiental sobre las tasas
metabdlicas serfan marcadas solo cuando las capacidades del animal para mantener la
homeotermia son afectadas (Henken y col., 1983a). Asi, es posible que a una

temperatura de 15°C la capacidad termoregulatoria no sea afectada, por lo tanto el
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requerimiento de energia para dicha funcién no sea incrementado. Ademas, la
permanencia de las madres con las crias durante el periodo de aclimatacion podria estar
enmascarando posibles efectos de la temperatura ambiental. No obstante, no es posible
restar el efecto de las madres a la aclimatacién de las crias, ya que la separacion produce
cambios fisiolégicos y conductuales similares a los observados en una respuesta frente a

un antigeno (Hennesy y col., 2004).

Conducta de enfermedad

Nuestros resultados presentan evidencia de la existencia de un efecto significativo a
nivel conductual en respuesta a un antigeno no patogénico en O. degus.
Especificamente, la inoculacién con LPS resulté en un incremento del estado
agazapado y una disminucién en la locomocién. Hasta la fecha, este es el primer estudio
que evalia la existencia de una conducta estereotipada asociada a enfermedad en degus.
Los cambios conductuales, como los registrados en este estudio, han sido descritos
previamente en otros trabajos realizados en otros roedores precociales (Hennesy y col.,
2004) y en aves (Burness y col., 2010). En estos estudios, se ha documentado que los
individuos desafiados con LPS presentan una disminucién en la locomocion y un
aumento en la actividad de descanso (agazapado). Especificamente, en cuyes (Cavia
porcellus; Hennesy y col., 2004), se ha reportado que crias desafiadas con LPS
presentan una disminucion en la locomocién y un aumento en la posicién agazapada. La
disminucién en la actividad y el aumento en los estados de reposo podrian tener una
funcién adaptativa si permiten a los individuos superar la infeccién y por tanto,

aumentar la posibilidad de supervivencia (Hart 1988; Wingfield, 2003). En
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consecuencia, una reduccién en la actividad locomotora podria permitir conservar
energia y utilizarla en la reparacién de tejidos durante el transcurso de la infeccién o
permitir la fiebre (Hart, 1988). En el presente estudio, tanto la locomocién como los
intervalos agazapados no fueron afectados por la interaccién entre la temperatura de
aclimatacién y el desafio con LPS, siendo el ntimero de veces con los ojos cerrados la
tUnica conducta de enfermedad afectada por dicha interaccion. Asi, las crias que
crecieron a 15°C y desafiadas con LPS, mostraron un mayor nimero de intervalos con
los ojos cerrados sugiriendo un efecto positivo de las bajas temperaturas en algunos
componentes de la respuesta de fase aguda.

El efecto de la temperatura ambiental sobre la conducta de enfermedad ha sido
reportado en algunas especies en estado adulto, pero los efectos observados han sido de
manera opuesta a lo observado en nuestros resultados. Por ejemplo, se ha observado que
aves adultas aclimatadas a 34°C y desafiadas con LPS disminuyeron el acicalamiento
comparado con individuos aclimatados a 15°C, sugiriendo la existencia de un
compromiso entre termorregulacién y funcién inmune (Burness y col,, 2010). Sin
embargo, en nuestro estudio dicho compromiso no fue observado. La falta de deteccién
de un efecto de Ja interaccion (desafio x temperatura) sobre la locomocién y el tiempo en
1eposo, podria ser causado por la limitacién producida por el poco tiempo de duracién de
nuestras grabaciones (30 min). Sin embargo, las observaciones realizadas por este corto
periodo de tiempo fueron suficientes para detector un efecto del LPS en las tres

conductas analizadas, por lo que dicha limitacidn podria ser descartada.
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En resumen, nuestros resultados sugieren que en individuos que se encuentran en
desarrollo la temperatura ambiental representaria un factor clave en algunos
componentes de la respuesta a LPS. En este sentido, y contrario a lo esperado, la
exposicién a bajas temperaturas parece potenciar la produccién de la citoquina IL-1p.
Sin embargo, este aumento en los niveles de esta citoquina no se relaciona con un
aumento en la TMB. Es posible, que los regimenes dietarios experimentados por
nuestras crias pudiesen estar enmascarando los posibles efectos de la temperatura
ambiental. En polluelos de Riparia riparia (Brzek y Konarzewski, 2007), los costos de
la funcién inmune dependen de factores ambientales como la disponibilidad de alimento.
El hecho que en el presente estudio el alimento se proporcioné ad libitum podria
explicar la ausencia de efectos de la temperatura ambiental sobre la mayoria de las
variables analizadas. Futuras investigaciones deberan tomar en consideracién el posible
efecto de la calidad de la dieta y la ingesta calérica sobre la funcién inmune y su posible

interaccion con otras variables ambientales.

109




REFERENCIAS

Aubert A. 1999. Sickness and behaviour in animals: a motivational perspective,
Biobehav. Rev. 23:1029-36.

Alcorn SW, Murray AL, Pascho RJ. 2002. Effects of rearing temperature on immune
functions in sockeye salmon (Oncorhynchus nerka). Fish Shellfish Immunol.
12: 303 - 334.

Barnett SA, Mount LE. 1967. Resistance to cold in mammals. En Thermobiology,
(Rose, AS. ED) Academic Press: London.

Begon M, Townsend CR, Harper JL. 2006. Ecology: From Individuals to Ecosystems
Blackwell Pub, 4th ed.

Best EV, Schwartz MD. 2014. Fever. Evolu Med Pub Health 1: 92,

Blackburn WD. 1994. Validity of acute phase proteins as markers of discase
activity. J. Rheumatol. 21: 9-13.

Bonneaud C, Mazuc J, Gonzalez G, Haussy C, Chastel 0, Faivre B, Sorci G. 2003.
Assessing the cost of mounting an immune response. Am. Nat. 161:367—379.

Borel MJ, Buchowski MS, Turmner EA et al. 1998. Alterations in basal nutrient
metabolism increase resting energy expenditure in sickle cell disease. Am. J.
Physiol Endocrinol Metab 274: E357-E364.

Brzgk P. Konarzewski M. 2007. Relationship between avian growth rate and immune
response depends on food availability. J. Exp. Biol. 210: 2361-2367.

Buchanan JB, Peloso E, Satinoff E. 2006. Influence of ambient temperature on

peripherally induced interleukin-1p fever in young and old rats. Physiol. Behav.
88: 453-458.

Buchanan JB, Peloso E, Satinoff E. 2003. Thermoregulatory and metabolic changes
during fever in young and old rats. Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp.
Physiol. 285: R1165-R1169.

Bumess G, Armstrong C, Feel T, Tilman-Schindel E. 2010. Is there an energetic-
based trade-off between thermoregulation and the acute phase response in
zebra finches? J. Exp. Biol. 213: 1386-1394.

Cabanac M. 1975. Temperature Regulation. Ann. Rev. Physiol. 37: 415-439,

110




Chaffee RRJ, Roberts JC. 1971. Temperature Acclimation in Birds and
Mammals, Ann. Rev. Physiol. 33: 155-202.

Cichon M, Chadzin M, Ksia A, Konarzewski M. 2002. Delayed effects of cold stress
on immune response in laboratory mice. Proc. R. Soc. Lond. B 269 1493—
1497.

Conrad A, Bull DF, King MG, Husband AJ. 1997. The Effects of Lipopolysaccharide
(LPS) on the Fever Response in Rats at Different Ambient Temperatures.
Physiol. Behav. 62: 1197-1201.

Cooper EH, Ward AH, 1979. Acute phase reactant proteins as aids to monitoring
disease. Invest. Cell. Pathol. 2: 293-301.

Cross A, Asher L, Seguin M, Yuan L, Kelly N, Hammack C, SadoffJ, Gemski P Ir.
1995. The importance of a lipopolysaccharide-initiated, cytokine- mediated host

defense mechanism in mice against extraintestinally invasive Escherichia
coli. J Clin Invest 96: 676-686.

Dabbert CB, Lochmiller RL, Teeter RG. 1997. Effects of acute thermal stress on the
immune system of the northern bobwhite (Colinus virginianus). Auk 110:
103—-109.

Deerenberg C, Arpanus V, Dann S, Bos N. 1997, Reproductive effort decreases
antibody responsiveness. Proc. R. Soc. Lond. B 264: 1021—1029.

Demas GE, Chefer V, Talan MI, Nelson RJI. 1997 Metabolic costs of
mounting an antigen-stimulated immune response in adult and aged C57BL/6]
mice. Am. J. Physiol. 273: R1631-R1637.

Demas G, Greives T, Chester E, French S. 2011. The energetic of immunity:
mechanisms mediating trade-offs in ecoimmunology, pp 259-296, En
Ecoimmunology, Ed. Demas G, Nelson R, Oxford University Press, Oxford.

Diamond J, Hammond K. 1992. The matches, achieved by natural selection, between
biological capacities and their natural loads. Experientia 48: 551-557.

Dinarello CA. 1997. Proinflammatory and anti-inflammatory cytokines as mediators
in the pathogenesis of septic shock. Chest 112: 3218-3298.

Dinarello CA. 2004. Infection, fever, and exogenous and endogenous pyrogens: some
concepts have changed. J. Endotox. Res. 10: 201-222.

111




Dawson WR, Marsh RL, Buttemer WA, Carey C. 1983a. Seasonal and geographic-
variation of cold resistance in house Wnches Carpodacus mexicanus. Physiol.
Zool. 56:353-369

Fairchild KD, Viscardi RM, Hester L, Singh IS, Hasday JD.  2000. Effects  of
Hypothermia and Hyperthermia on Cytokine Production by Cultured Human
Mononuclear Phagocytes from Adults and Newborns. J. Interf Cytok.
Res. 20:1049-1055.

Fitze PS, Tschirren B, Richner H. 2004, Life history and fitness consequences of
ectoparasites. J. Anim. Ecol. 73:216-226.

Florez-Duquet M, Peloso E, Satinoff F. 2001. Fever and behavioral
thermoregulation in young and old rats. Am. J. Physiol. Regul. Integ, Comp.
Physiol. 280: R1457-R1461.

Fulk GW. 1976. Notes on the activity, reproduction, and social behavior of Octodon
degus. J. Mammal. 57:495-505.

Hangalapura, BN., M.G. Nieuwland, G. De Vries Reilingh, M.J. Heetkamp, H. Van
Den Brand, et al. 2003. Effects of cold stress on immune responses and

body weight of chicken lines divergently selected for antibody responses to
sheep red blood celis. Poult. Sci. 82: 1692-700.

Hasselquist D, Nilsson JA. 2012. Physiological mechanisms mediating costs of
immune responses: what can we learn from studies of birds? Anim. Behav.
83:1303-1312.

Hart BL.1988. Biological basis of the behavior of sick animals. Neurosci. Res.
Rev. 12: 151 -158.

Hinsley SA, Ferns PN, Thomas DH, Pinshow B. 1993. Black-Bellied Sandgrouse
(Pterocles-Orientalis) and Pin-Tailed Sandgrouse (Pterocles alchatay—Closely

related species with diVering bioenergetic adaptations to arid zones. Physiol.
Zool. 66:20-42,

Henken AM, Groote Schaarsberg AMJ, Nieuwland MGB. 1983a. The effect of
environmental temperature on immune response and metabolism of the young
chicken. 3. Effect of environmental temperature on the humoral immune
response following injection of sheep red blood cells. Pouit. Sci. 62:51-58.

Hennessy M, Deak T, Schiml-Webb PA, Wilson SE, Greenlee TM, McCall E. 2004.

Responses of guinea pig pups during isolation in a novel environment may
represent stress-induced sickness behaviors. Physiol. Behay. 81:5-13.

112




Jennings G, Elia M. 1996. Changes in protein distribution in normal and protein-
deficient rats during an acute phase ‘injury’ response. Br. J. Nutr. 76:123-132.

Kaunisto S, Harkénen L, Rantala MJ, Kortet R. 2015. Early-life temperature modifies
adult encapsulation response in an invasive ectoparasite. Parasitology: 1 - 7.

Klasing, K.C. 1998. Nutritional modulation of resistance to infectious diseases. Poult.
Sci. 77: 1119-25.

Klasing KC. 2004, The costs of immunity. Acta. Zool. Sin. 50: 961-969.

Kluger MJ, Rothenburg BA. 1979. Fever and reduced iron: their interaction as a host
defense response to bacterial infection. Science 203: 374-376.

Kluger MJ. 1991. Fever: role of pyrogens and cryogens. Physiol. Rev. 71:93-127.

Konarzwski M., Diamond J. 1994. Peak sustained metabolic rate and its individual
variation in cold-stressed mice. Physiol. Zool. 67:1186-1212.

Lee K P, Cory JS, Wilson K, Raubenheimer D, Simpson SJ. 2006. Flexible diet choice
offsets protein costs of pathogen resistance in a caterpillar. Proc. R. Soc. B
273: 823-829.

Lennie TA. 1998. Relationship of body energy status to inflammation-induced
anorexia and weight loss. Physiol. Behav. 64: 475-481.

Leon L, White AA, Kluger MJ.1998. Role of IL- 6 and TNF in thermoregulation and
survival during sepsis in mice. Am. J, Physiol. 275: R269-R277.

Lindstrém J. 1999, Early development and fitness in birds and mammals. TREE 14:
343-348.

Lochmiller RL, Deerenberg C. 2000. Trade-offs in evolutionary immunology: just what
is the cost of immunity? Oikos 88: 87-98.

Maldonado KE, Cavieres G, Veloso C, Canals M, Sabat P.2009. Physiological
responses in rufous-collared sparrows to thermal acclimation and seasonal
acclimatization. J. Comp. Physiol. B 179; 335-343.

Marketon JI, Glaser R.2008. Stress hormones and immune function. Cell
Immun. 252: 16-26.

Martin LB, Weil ZM, Nelson RJ. 2008. Seasonal changes in vertebrate immune
activity: mediation by physiological trade-offs. Phil. Trans. R. Soc.
B. 363: 321-339.

113




Mills SK, Beatty JH. 2006. The Propensity Interpretation of Fitness, Ed Sober E
Conceptual Issues in Evolutionary Biology, 3° edicién Massachusetts Institute
of Technology pp 3-24.

Moreno-Rueda G. 2001. Trade-off between immune response and body mass in
wintering house sparrows (Passer domesticus). Ecol. Res. 26: 943-947,

Magller AP, Allander K, Dufva R. 1990. Fitness effects of parasites on Passerine birds; a
review. En: J. Blondel, A. Gosler, J.-D. Lebreton, R. McCleery (Eds.):
Population  biology of passerine birds: an integrated approach. Nato ASI
Subseries G: vol. G24. Pp. 269-280. SpringerVerlag, Berlin, Heidelberg.

Mufioz C, Carlet J, Fitting C, Misset B, Bleriot JP, Cavaillon JM. 1991. Dysregulation of
in vitro cytokine production by monocytes during sepsis. J. Clin. Invest. 88:
1747-1754.

Natanson C, Eichenholz PW, Danner RL, Eichacker PQ, Hojman WD, Kuo GC, Banks
SM, Macvittie TJ, Parrillo JE. 1989. Endotoxin and tumor necrosis factor

challenges in dogs simulate the cardiovascular prog¢le of human septic  shock.
J. Exp. Med. 169: 823-832,

Nemzek JA, Morrison L, Peterson JE, Bolgos GL, Rush HG. 2003, Quantification of

TNF-o. and IL-6 Bioactivity in Response to Lipopolysaccharide in the Degu
(Octodon degus). J. Am. Assoc. Lab. Anim. Sci. 42: 39-42.

Nemzek JA, Hugunin KMS, Opp MR. 2008. Modeling Sepsis in the Laboratory:
Merging Sound Science with Animal Well-Being. Comp. Med. 58: 120— 128.

Nordling D, Andersson M, Zohari S Lars G. 1998. Reproductive effort reduces specific
immune response and parasite resistance. Proc. R. Soc. Lond. B 265: 1291-
1298.

Novoa FF. 1993. Ecofisiologia de Zonotrichia capensis: cambios estacionales en el
gasto y la adquisicién de energfa. Ph.D. diss., Universidad Chile, Santiago.

Nufiez-Villegas M, Bozinovic F, Sabat P. 2014. Interplay between group size, huddling

behavior and basal metabolism: an experimental approach in the social degu, J.
Exp. Biol. 217: 997-1002.

Ohlsson K, Bjork P, Bergenfeldt M, Hageman R, Thompson RC. 1990. Interleukin-1

receptor antagonist reduces mortality from endotoxin shock. Nature 348: 550—
552.

114




Owen-Ashley NT, Wingfield JC. 2006. Seasonal modulation of sickness behavior in
free-living northwestern song sparrows (Melospiza melodia morphna). I. Exp.
Biol. 209: 3062-3070.

Pilorz V, Jickel M, Knudsen K, Trillmich F. 2005. The cost of a specific immune
response in young guinea pigs. Physiol. Behav. 85: 205- 211.

Rees DD, Cellek S, Palmer RMJ, Moncada S. 1990, Dexamethasone prevents the
induction by endotoxin of a nitric oxide synthase and the associated effects on

vascular tone: an insight into endotoxin shock. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 173:541-547.

Remick DG, Newcomb DE, Bolgos GL, Call DR, 2000. Comparison of the mortality
and inflammatory response of two models of sepsis: lipopolysaccharide vs
cecal ligation and puncture. Shock 13:110-116.

Repasky RR. 1991. Temperature and the Northern distributions of wintering birds.
Ecology 72: 2274-2285.

Rosenmann M. 1977. Regulacion térmica en Octodon degus. Medio Ambiente 3:
127-131.

Romanovsky AA, Szekely M. 1998. Fever and hypothermia: two adaptive
thermoregulatory responses to systemic inflammation. Med. Hypo. 50: 219-
226.

Rudaya AY, Steiner AA, Robbins JR, Dragic AS, Romanovsky AA. 2005
Thermoregulatory responses to lipopolysaccharide in the mouse: dependence
on the dose and ambient temperature. Am. J. Physiol. — Reg. Int. Comp.
Physiol. 289: R1244-R1252.

Sandland GJ, Minchella DJ. 2003. Costs of immune defense: an enigma wrapped in
an environmental cloak? Trends Parasitol. 19; 571-4.

Satinoff E, Peloso E, Plata-Salaman C. 1999, Prostaglandin E2-induced fever
in young and old Long—Evans rats. Physiol. Behav, 99; 149-52,

Schmid-Hempel P. 2011. Evolutionary Parasitology: The Integrated Study of Infections,
Immunology, Ecology, and Genetics. Oxford University Press Inc.

Sheldon BC, Verhulst S. 1996. Ecological immunology: costly parasite defences and
trade- offs in evolutionary ecology. TREE 11: 317-321.

115




Shinder Rusal M., Tanny J, Druyan S, Yahav S. 2007. Thermoregulatory Responses
of Chicks (Gallus domesticus) to Low Ambient Temperatures at an Early Age.
Poult. Sci. 86:2200-2209.

Shirakawa F, Saito K, Bonagura CA, Galson DL, Fenton M]J,
Webb AC, Auwron PE. 1993. The human prointerleukin 1 beta gene
requires DNA sequences both proximal and distal to the transcription
start  site  for tissue-specific induction. Mol. Cell. Biol. 13
133244,

Sinclair JA, Lochmiller RL.  1999. Resistance to a pathogenic challenge lacks
seasonal specificity in prairie voles (Microtus ochrogaster) and cotton  rats
(Sigmodon hispidus). J. Mamm. 80: 1331-1335.

Sober E. 2006. The Two Faces of Fitness, pp 25-30, en Conceptual Issues in
Evolutionary Biology, Ed Sober E, 3° edicibn Massachusetts Institute of
Technology.

Subba Rao DSV, Glick B. 1970. Immunosuppressive action of heat in chickens. Proc.
Soc. Exp. Biol. Med. 133:445-448.

Subba Rao DSV, Glick B. 1977. Effects of cold exposure on the immune response of
chickens. Poult. Sci. 56: 992-6.

Svensson E, Réberg L, Koch C, Hasselquist D. 1998, Energetic stress,
immunosuppression and the costs of an antibody response. Funct. Ecol. 6:
912-9.

Swanson DL. 1993. Cold tolerance and thermogenic capacity in darkeyed juncos in
winter—geographic-variation and comparison with American Tree Sparrows.
J. Therm. Biol. 18:275-281

Thaxton P, Sadler CR, Glick B. 1968. Immune response of chickens following heat
exposure or injections with ACTH., Poult. Sci. 47:264-266

Thaxton JP, Siegel HS. 1970. Immunodepression in young chickens by high
environmental temperature. Poult. Sci. 49: 202- 205.

Thaxton JP, Siegel HS. 1973. Modification of high temperature and ACTH-induced
immunodepression by metyrapone, Poult. Sci. 52:618-624.

Thaxton P. 1978. Influence of temperature on the immune response of birds. Poult.
Sci. 57: 1430-1440.

116




Tracey K.J., Lowry SF. 1990. The role of cytokine mediators in septic shock. Adv.
Surg. 23: 21--56.

Weaver ME, Ingram DL, 1969. Morphological Changes in Swine Associated with
Environmental Temperature. Ecology 50:710-713

Webster Marketon JI, Glaser R. 2008. Stress hormones and immune function. Cell
Immunol. 252:16-26.

Wiersma P, Munoz-Garcia A, Walker A, Williams JB. 2007. Tropical birds have a
slow  pace of life. Proc. Natl. Acad. Sci. 104:9340-9345.

Wingfield JC. 2003. Control of behavioral strategies  for  capricious
environments. Anim. Behav. 66: 807 -816.

Withers PC, Williams JB. 1990. Metabolic and respiratory physiology of an arid-
adapted Australian bird, the Spinifex pigeon. Condor 92:961—969.

Wobbrock JO, Findlater L, Gergle D, Higgins JJ. 2011. The aligned rank transform
for nonparametric factorial analyses using only ANOVA procedures. Proc.
CHI. Conf. on Hum. Factors in Comput, Syst.1:143-146.

Woods CA, Boraker DK. 1975. Octodon degus. Mammal. Species 67: 1-5.

Yatiez JL. 1976. Ecotologia de Octodon degus. Tesis de Pregrado, Universidad de
Chile, Santiago.

Young JB, Shimano Y. 1998. Effecis of rearing temperature on body weight and
abdominal fat in male and female rats. Am. J. Physiol. 274:R398-R405.

Zhang Z, Chen B, Yuan L, Niu C. 2015. Acute cold stress improved the transcription

of pro-inflammatory cytokines of Chinese sofi-shelled turtle against
Aeromonas hydrophila. Develop. Comp. Immunol. 49: 127-1.

117




IV. Conlcusiones generales

118




CONCLUSIONES GENERALES

Entender la variacién en la susceptibilidad a enfermedades ha sido el principal objetivo
de Ja ecoinmunologia. La ecoinmunologia propone que la susceptibilidad a infecciones
varfa porque la defensa inmune es un respuesta a enfermedades que depende del
contexto ecoldgico en el que se encuentran los organismos (Ardia, Parmentier y Vogel,
2011; Baucom y de Roode, 2011; Demas y col.,, 2011; Graham y col., 2011). Si los
recursos son limitantes, o si la adecuacién bioldgica se puede maximizar mediante el
crecimiento o la reproduccidn en lugar de supervivencia de la infeccidn, la inversién de
recursos a la defensa inmune puede verse reducida.

En esta tesis evaluamos si los costos asociados a la respuesta inmune varian con
la ontogenia de los animales, evaluando los efectos inmediatos en el crecimiento y
sobrevivencia, y a largo plazo en términos del presupuesto energético y condici6n
corporal de los individuos juveniles. Adicionalmente, estimamos cdémo un factor
ambiental como la temperatura modula la asignacién de recursos a dos procesos
fisiologicos demandantes de energia como termorregulacién y generacién de una
respuesta inmune, determinando el efecto en la eficiencia de estos dos procesos. Para
esto, utilizamos un antigeno derivado de un patgeno bacteriano (LPS) para generar una
respuesta inmune, simulando de esta manera los cambios fisiologicos que
experimentarfa un individuo que es expuesto a un patégeno. Optamos por utilizar el
antigeno en lugar de patégenos vivos debido al escaso control que tendriamos sobre las
tasas de crecimiento poblacional de los patdgenos vivos, teniendo un efecto sobre los

cambios fisiologicos y conductuales registrados en esta tesis.
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En ¢l primer capftulo de esta tesis, se estudi6 la ontogenia de la funcién inmune,
evaluando los costos de la respuesta inmune en términos de crecimiento y condicion
corporal de los individuos en desarrollo. Ademds, evaluamos los posibles efectos a largo
plazo, en el fenotipo de juveniles, como resultado de la inversién de recursos a la
respuesta inmune durante el desarrollo. Los resultados obtenidos indican que la
generacion de una respuesta inmune durante el desarrollo no afecta la ganancia de masa
corporal o el indice corporal, y tampoco la sobrevivencia de las crias. Es posible, que la
generacion de una respuesta inmune no presente costos inmediatos, en términos de
sobrevivencia y crecimiento, para las crias. Estos resultados concuerdan con reportes
previos obtenidos en otra especie precocial (Cavia porcellus; Pilorz y col., 2005),
donde un desafio inmune no afectdé la ganancia de masa corporal en animales en
desarrollo. En relacién a los niveles de IL-1PB y la respuesta febril, nuestros resultados
indicaron que no existe una variacién asociada a la edad en los niveles de esta citoquina.
El mismo fendmeno se observd en la temperatura corporal. Ademds, no encontramos
diferencias entre los animales tratados con LPS y los animales control. Estos resultados
sugieren que un efecto de la temperatura de aclimatcién y de la dieta. En este sentido, se
ha demostrado que la funcién inmune presenta un desarrollo postnatal, hasta alcanzar los
niveles observados en adultos (Burl y col., 2011; Killpack y col., 2013; Palacios y col,,
2009; Stambaugh y col,, 2011) y que ademsas el uso de LPS como antigeno produce
cambios fisiolégicos en individuos en desarrollo (Nemzek y col., 2008). Por lo tanto, es
posible que tanto la temperatura ambiental, en la cual crecieron y se realizaron los

desafios inmunes, como la disponibilidad de alimento, sean variables que afecten la
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inmunocompetencia en esta especie, modulando la inversion de recursos a la respuesta
inmune y el crecimiento. Con respecto a la conducta asociada a enfermedad, tanto la
“conducta de locomocion” como “la condicidn de agazapado” y “ojos cerrados” fueron
afectadas por el desafio con LPS; sin embargo, no se observaron cambios en la magnitud
de estas conductas asociadas a la edad. Es importante sefialar que, al igual que otros
estudios realizados en ecoinmunologia (e.g. Dabbert col., 1997; Svensson y col., 1998),
solo evaluamos un componente de la funcién inmune. En este sentido, carecemos de
informacidn sobre si la funcidn de todo el sistema inmune varfa en magnitud con la edad
0 si los costos de la respuesta inmune dependen del tipo de respuesta que se genere. Es
posible que a medida que los animales avancen en su desarrollo, el tipo de respuesta se
modifique, siendo predominante un tipo de respuesta inmune (humoral o celular)
mientras se desarrollan los demds componenetes de la funcién inmune, a modo de
compensar y equilibrar la inversién de recursos entre la funcién inmune y el
crecimiento. De esta manera, tener una completa comprension de los cambios
ontogenéticos de la toda la funcién inmune tendria implicancias importantes en estudios
sobre la evolucion de las estrategias de historia de vida.

Con respecto a los posibles efectos a largo plazo, nuestros resultados indican que
la generacion de una respuesta inmune durante el desarrollo no afecta el presupuesto
energético, la ganancia en masa corporal o la condicién corporal en individuos juveniles.
El riesgo de contraer una infeccién durante el desarrollo, corresponde a uno de los
factores a los que mayormente se encuentran expuestos los individuos en desarrollo. De
este hecho surge la pregunta: ;la generacién de una respuesta inmune durante la

ontogenia afecta el desarrollo normal de la funcién inmune y otras funciones biologicas?
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Reportes previos han demostrado que la activacion de la respuesta inmune durante los
primeros dias de vida tiene efecto sobre la masa corporal de ratas adultas (Spencer y
col., 2006). Sin embargo, nuestros resultados indican convincentemente que una breve
inflamacién neonatal en los puntos temporales examinados aqui, no afecta los
indicadores de crecimiento y el presupuesto energético en la edad adulta. Es posible, sin
embargo, que las condiciones de mantenimiento de los animales influyeran en los
resultados. Como ya hemos mencionado, la disponibilidad ad libitum de alimento y la
temperatura ambiental cercana a la termoneutralidad podrfa relacionarse con una
inversién de recursos por igual a la funcién inmune y al crecimiento, evadiendo los
costos energéticos de la respuesta inmune y el compromiso reportado entre la funcion
inmune y el crecimiento (Brommer, 2004; Brzek y Konarzewski, 2007; Soler y col.,
2003). Por ultimo, en este estudio, evaluamos a los posibles efectos a largo plazo en
individuos juveniles (90 dias) que no han alcanzado la madurez sexual (Ardiles y col.,
2013). Es posible que los efectos sean revelados en la etapa adulta, cuando los
individuos entran en la etapa reproductiva. En este sentido, no descartamos la existencia
de efectos en individuos que han alcanzado las caracteristicas de adultos.

En el segundo capitulo, se determinaron los costos energéticos de la respuesta
inmune en crias aclimatadas a dos temperaturas contrastantes (15°C y 30°C) desde el
nacimiento hasta el destete. Se ha documentado ampliamente que la activacién de una
respuesta innmme produce un aumento de las demandas energéticas en animales
endotermos (Demas y col., 1997; Henken y Brandsma, 1982; Martin y col., 2003) y una

disminucion de la masa corporal (Moreno-Rueda, 2001). En nuestro estudio, un desafio
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con LPS produjo un incremento cercano al 20% de la tasa metabdlica basal en relacion a
los animales control, independiente de la aclimatacién a la cual fueron sometidas las
crias. En este sentido, la aclimatacion a distintas temperaturas desde el nacimiento, no
afecto los costos generados por la respuesta inmune de los animales desafiados. Este es
un resultado importante porque indica que el aparente compromiso entre la funcidén
inmune y la termorregulacion no se basa en una reparticion inmediata de recursos, y
dependerfa del grado de aclimatacién de los animales al momento de realizado el
desafio. En este sentido, es posible que las crias aclimatadas a 15°C presenten un
margen energético seguro, que permite compensar periodos demandas energéticas
inesperadas, como es el caso de una infeccidén (Diamond y Hammond, 1992).

La mayoria de los estudios previos han reportado una atenuacion de la respuesta
inmune en animales aclimatados a bajas temperaturas (Cichon y col., 2002, King y
Swansson, 2013), debido a que la mayor inversién de recursos en termorregulacion
limitaria los recursos disponibles para la funcidén inmune. Estos autores argumentan que
la termoregulacion constituiria’ un proceso fisiolégico demandante de energia,
compitiendo por recursos con la funcién inmune, atenuando la respuesta inmune de
animales sometidos a bajas temperaturas (Cichon y col., 2002; Deerenberg y col., 1997;
Nordling, 1998). Sorprendentemente, los niveles de IL-1B fueron mayores en magnitud
en los animales aclimatados a 15°C, mieniras que a 30°C la respuesta de los animales
desafiados con LPS y control no fue distinta, indicando que a altas temperaturas se
produce una atenuacién de la funcién inmune, contrario a lo observado en reportes
previos. Es posible observar un efecto supresor de las condiciones térmicas sobre la

funcién inmune cuando la temperatura ambiental representa un estrés termal para el
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animal, elevando los niveles de hormonas de estrés, como glucocorticoides (Schmid-
Hempel, 2011), una hormona supresora de la funcién inmune (Marketon y Glaser,
2008). Asi, en individuos en crecimiento, la exposicion a temperaturas elevadas (sobre
los 32°C) produciria un aumento de los niveles de corticosteroides (Decuypere y col.,
1990). Es posible, entonces, que las crias de nuestros estudios expuestas a 30°C
estuvieran bajo un estrés termal, provocando una atenuacion de la respuesta inmune.

Asi, podemos concluir que tanto la magnitud de la respuesta inmune como los
costos asociados se encuentran realcionadas con las condiciones ambientales (Fig.1).
Este hecho es especialmente importante en organismos en desarrollo, debido a la
constante inversion de recursos en crecimiento y formacion de estructuras. En este
sentido, la asignacion de recursos a la funcidn inmune seria dependiente de los factores
ambientales y del grado de exposicion a estos factores, independiente de la edad a la
cual se produzca el desafio. De esta manera, los posibles compromisos entre la funcidon
inmune y el crecimiento o la termorregulacion, solo serian observables cuando los
individuos se enfretan a condiciones ambientales limitantes en términos de recursos
(Fig. 1). En este sentido, el correcto balance entre la defensa inmune y los costos
asociados a la activacién de la respuesta inmune son necesarios para la adecuacion
biol6gica de los organismos, balance dependiente del estado de vida en que se encuentre

el animal,
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Ambiente experimentado en el desarro]lo;
¢Disponibilidad de alimento?
Temperatura ambiental

[

Asignacion de recursos

Crecimiento <-—-+ Funcién inmune <---» Termoregulacion’ i

Fenotipd.individuo en desarrollo

Fenotipo adulto

Figura 1. Representacion grafica de las principales conclusiones de esta tesis. En individuos que
se encuentran en la etapa de desarrollo, la asigancion de recursos a crecimiento, funcién inmune
y termorregulacién dependeria de las variables ambientales, afectando los posibles compromisos
entre la funcidon inmune y los ofros procesos bioldgicos (flechas discontinuas). Este efecto
ambiental tendria posibles repercusiones en el fenotipo (inmunoldgico) del individuo adulto.

La ecoinmunologia es un 4rea en desarrollo que ofrece un amplio campo de
investigacion. Desde la publicacion de Sheldon y Vehrlust (1997), la investigacion sobre
los costos energéticos y de nutrientes, y los compromisos de la funcién inmune con otras
funciones biolégicas ha generado grandes avances en el conocimiento. Sin embargo,
existen vacios que aun no han sido explorados en su totalidad. De esta manera, ¢l estudio

del sistema inmune desde un contexto ecologico ofrece un campo de investigacion
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novedoso que permite responder miltiples preguntas a diferentes escalas, desde la

ecoldgica a la evolutiva.

126




REFERENCIAS

Ardia, D.R., Parmentier, H.K. & Vogel, L.A.(2011) The role of constraints and
limitation in driving individual wvariation in immune response. Funct.
Ecol. 25: 61-73.

Ardiles AO, Ewer J, Acosta ML, Kirkwood A, Martinez A, Ebensperger L, Bozinovic F,
Lee TM, Palacios AG.2013. Octodon degus (Molina 1782): a model in
comparative biology and biomedicine Cold. Spring Harb. Protoc.
doei:10.1101/pdb.emo071357.

Baucom RS, de Roode JC. 2011. Ecological immunology and tolerance in plants and
animals. Funct. Ecol. 25: 18-28.

Brommer JE. 2004. Immunocompetence and its costs during development: an
experimental study in blue tit nestlings. Proc. R. Soc. Lond. B 271: S110-S113.

Brzgk P, Konarzewski M. 2007. Relationship between avian growth rate and immune
response depends on food availability. J.Exp. Biol. 210: 2361-2367

Burl, S. et al. 2011. Age-dependent maturation of toll-like receptormediated cytokine
responses in gambian infants. PLoS ONE 6: e18185

Cichon M, Chadzin M, Ksia A, Konarzewski M. 2002. Delayed effects of cold stress on
immune response in laboratory mice. Proc. R. Soc. Lond. B 269: 1493-1497.

Dabbert CB, Lochmiller RI., Teeter RG. 1997. Effects of acute thermal stress on

the immune system of the northern bobwhite (Colinus virginianus). Auk 110:
103-109,

Decuypere E, Dewil E, Kithn ER. 1990. The hatching process and the role of
hormones. Pages 239-256 in British Poultry Symposium. Butterworths, London.

Deerenberg C, Arpanius V, Daan S, Bos N .1997. Reproductive effort decreases
antibody responsiveness. Proc. R. Soc. Lon. 264: 1021-1029.

Demas GE, Chefer V, Talan M I, Nelson RJ .1997. Metabolic costs of mounting an
antigen-stimulated immune response in adult and aged C57BL/6J mice. Am. J.
Physiol. —Reg. Integ. Comp. Physiol. 42: R1631 R1637.

127




Demas GE, French SS, Adamo S. 2011. Mechanisms of energetic tradeoffs;
Lessons from vertebrate and invertebrate systems. Funct. Ecol. 25:29-39.

Diamond J, Hammond K. 1992. The matches, achieved by natural selection,
between biological capacities and their natural loads, Experientia 48: 551-557.

Graham. AL, Shuker DM, Pollitt LC, Auld SKJR, Wilson AJ, Little TL.. 2011.  Fitness
consequences of immune responses: strengthening the empirical framework
for ecoimmunology. Funct. Ecol. 25: 5-17.

Henken, A. M. and Brandsma, H. A. 1982. The effect of environmental temperature on
immune response and metabolism of the young chicken. 2. Effect of the immune
response to sheep red blood cells on energy metabolism. — Poult. Sci. 61: 1667—
1673.

Killpack T, Oguchi Y, Karasov WH. 2013. Ontogenetic patterns of constitutive immune
parameters in altricial house sparrows. J.Av. Biol. 44: 513-520.

King MO, Swanson DL. 2013. Activation of the immune system incurs energetic
costs but has no effect on the thermogenic performance of house sparrows
during acute cold challenge. J. Exp. Biol. 216: 2097-2102.

Marketon JI, Glaser R.2008. Siress hormones and immune function. Cell
Immun. 252: 16-26.

Martin II LB, Scheuerlein A, Wikelski M. 2003. Immune activity elevates energy

expenditure of house sparrows: a link between direct and indirect costs? Proc.R.
Soc. B 270: 153-158.

Moreno-Rueda G. 2001. Trade-off between immune response and body mass in
wintering house sparrows (Passer domesticus). Ecol. Res. 26; 943-947.

Nemzek JA, Hugunin KMS, Opp MR .2008. Modeling Sepsis in the Laboratory:
Merging Sound Science with Animal Well-Being. Comp. Med. 58: 120-128.

Nordling D, Andersson M, Zohari S, Gustafsson L. 1998 Reproductive effort  reduces

specific immune response and parasite resistance. Proc. R. Soc. B 265:  1291—
1298.

128




Palacios M, Cunnick J, Vleck D, Vleck C. 2009. Ontogeny of innate and adaptive
immune defense components in freeliving tree swallows, Tachycineta  bicolor.
— Dev. Compar. Immunol. 33: 456 —463.

Pilorz V, Jickel M, Knudsen K, Trillmich F. 2005. The cost of a specific immune
response in young guinea pigs. Physiol.Behav. 85: 205 - 211.

Schmid-Hempel P. 2011. Evolutionary Parasitology: The Integrated Study of Infections,
Immunology, Ecology, and Genetics. Oxford University Press Inc., New York.

Sheldon BC, Verhulst S .1996. Ecological immunology: costly parasite defences and
trade-offs in evolutionary ecology. TREE 11: 317-321.

Schulenburg H, Kurtz J, Moret Y, Siva-Jothy M .2009. Introduction. Ecological
immunology. Phil. Trans. R. Soc. B 364: 3-14.

Soler JJ, de Neve L, Perez-Contreras T, Soler M, Sorci G. 2003. Tradeoff between
immunocompetence and growth in magpies: an experimental studyProc R Soc
Lond B 270: 241-248

Spencer SJ, Martin S, Mouihate A, Pittman QJ. 2006. Early-life immune challenge:
defining a critical window for effects on adult responses to immune
challenge.Neuropsychopharmacol. 31: 1910-1918.

Stambaugh T, Houdek BJ, Lombardo MP, Thorpe A, Hahn D C. 2011. Innate immune
response development in nestling tree swallows. — Wilson J. Ornithol. 123: 779 —
787.

Svensson E, Réberg L, Koch C, Hasselquist D. 1998. Energetic stress,
immunosuppression and the costs of an antibody response. Funct. Ecol. 6: p.
912-9,

129




