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Efecto del estrés y del enriquecimiento ambiental
temprano sobre parametros de inmunidad celular de
codornices japonesas juveniles

Effect of stress and early environmental enrichment on cellular
immunity of juvenile Japanese quail

Nazar', F.N. y Marin, R.H.

Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales. Universidad Nacional de Cérdoba

Resumen

El estudio del estrés en aves de granja reviste gran interés ya que estad relacionado
negativamente con su bienestar y habilidad para enfrentar cambios ambientales. En las ultimas
décadas surge el uso del Ambiente Enriquecido (AE) para prevenir los efectos deletéreos del
estrés. En éste trabajo se evaluaron parametros de inmunidad celular en grupos mixtos de
codornices criadas desde su eclosiéon en un AE, en aves expuestas a estrés crénico y
combinando ambas condiciones. El objetivo fue determinar si el AE presenta efectos
inmunoactivadores en las aves y si estos efectos pueden compensar la inmunodepresion que
induce el estrés. Se alojaron codornices japonesas al azar en 12 habitaculos con temperatura
y fotoperiodo controlados y acceso libre a agua y comida. Las aves fueron asignadas a uno de
cuatro tratamientos que combind los efectos del enriquecimiento ambiental (con vs. sin
enriqguecimiento) y de la exposicién a un estrés crénico (con vs. sin estrés). Como estresor se
empled inmovilizacion parcial durante 15 minutos, aplicado durante 10 dias consecutivos (dia
33 al 42 de edad). Luego se realizaron las siguientes pruebas de inmunidad: porcentaje de
linfocitos, relaciéon heterofilo/linfocitaria (H/L) y analisis de hipersensibilidad demorada (AHD).
Los resultados obtenidos indican que el estrés influye sobre el recuento leucocitario y el AHD
disminuyendo ambos parametros. El AE también influyd sobre los parametros de un modo
independiente al estrés y en sentido inverso. Se observé ademas que aves estresadas y criadas
en un ambiente no enriquecido manifiestan valores mas elevados de relacién H/L. Esto sugiere
que el AE podria ser empleado para mejorar el estado inmunolégico de las aves durante su cria
ayudando incluso a reducir las consecuencias negativas que el estrés presenta sobre su
sistema inmune.

Palabras clave: estrés cronico, sistema inmune, enriquecimiento ambiental, aves de corral.

Summary

Stress compromises a variety of conditions or forces that affect an organism and lessen animal’s
welfare. This study evaluates the effect of stress combined with an early enrichment of the
rearing environment on the cellular immune response of juvenile Japanese quail. Immediately
after hatch, half of the birds were assigned to enriched and the other half to not enriched boxes,
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in mixed-sex groups. Half of the birds in the enriched boxes and half of the bird corresponding
to the not enriched boxes were daily restrained for 15 min during ten days (stressed from day
33 to 42 of age). The inflammatory response (lymphoproliferative to phytohemagglutinin-p),
percentage of lymphocytes and heterophil/lymphocyte ratio were assessed. The enrichment of
the rearing environment produced immune activation or compensation of the suppressive effects
that the stress exposure showed on every parameter. The results suggest that an early
enrichment of the rearing environment is an effective modulator of the immune response, and
that it may help counteract some of the immunological negative consequences of the stress.

Key words: stress, immune system, environmental enrichment, poultry.

Introduccién

Las practicas de manejo avicolas implican
manipulaciones y procedimientos que resultan
estresantes para las aves. De Kloet (2003)
propone definir al estrés como un sistema que
orquesta las respuestas del organismo a
diversos estimulos ambientales. El estrés
puede clasificarse como de tipo agudo o
crénico, de acuerdo a si los animales son
respectivamente expuestos una o mas veces
a los eventos estresantes (Tome, 1984).

Entre las reacciones que mas interfieren
sobre la produccién avicola se encuentran el
miedo y la ansiedad (Jones, 1996). El desen-
cadenamiento de estos y de la respuesta de
estrés inhibe otros sistemas y sus comporta-
mientos asociados (Jones, 1996; Mormede et
al., 2007). Esto implica una menor habilidad
para adaptarse a los cambios ambientales,
para interactuar exitosamente y para utilizar
recursos (pérdidas de energia, disminucién en
crecimiento y produccién, etc) (Marin et al.,
1999; Jones et al., 1999).

A nivel sistémico, la respuesta de estrés
involucra cambios de orden neuroendécrino
siendo el eje Hipotalamo-Pituitario-Adrenal
(HPA) un ejemplo, incrementando finalmente
la liberacion de glucocorticoides (GC) (Marin
y Arce, 1996; Mormede et al., 2007). El siste-
ma inmune (Sl) es uno de los sistemas afecta-
dos por el estrés (Dohms y Metz, 1991; Mum-
ma et al.,, 2006); ejemplos de esto son: la
depresion a nivel celular inducida por baja
temperatura de crianza (Rybakina et al.,
1997), la depresién en la respuesta celular de
cisnes de collar pichones sometidos a compe-
tencia por recursos alimenticios (Eraud et al.,
2008), la disminucion en la produccion de

anticuerpos en gallinas ponedoras tratadas
con hormona adrenocorticotréfica (Odihambo
et al., 2006), entre otros.

En los ultimos afios surge el uso de un
“Ambiente Enriquecido” (AE) intentando pre-
venir algunos de los efectos deletéreos del
estrés (Marashi et al., 2002; Miller et al.,
2005). La practica consiste en modificar el
espacio que los animales habitan, proveyendo
la posibilidad de desarrollar nuevos comporta-
mientos. Las modificaciones definen cuatro
categorias de enriquecimiento: estructural,
sensorial, de contacto y social (Miller et al.,
2005), pudiendo desarrollarse enriquecimien-
tos mixtos. Diversos registros de los efectos
del AE sobre animales sometidos a estrés
incluyen: disminucion en los niveles de ansie-
dad en codornices japonesas (Fox et al.,
2006; Miller et al., 2005) y reduccion de com-
portamientos anormales y estereotipados en
gallinas ponedoras (Huber-Eicheretal., 1998).
Estas diferencias comportamentales implica-
rian diferencias en la fisiologia de la respuesta
de estrés y seria posible pensar que el AE
puede también influir sobre el SI. Marashi et
al. (2002) evaluaron parametros inmunes en
mamiferos concluyendo que existe una mo-
dulacion no consistente por el AE. Por su
parte, Huff et al. (2003) observaron que el
enriqguecimiento de recambio diario podria
traducirse en perjuicios al Sl de pavos.

En base alo previamente desarrollado, en
el presente trabajo se analiza si el AE desde
edades tempranas induce cambios en el Sl de
codornices y si la exposicién a un estrés
crénico por inmovilizacion puede interactuar
con dicha respuesta. Se midié6 inmunidad
celular mediante un analisis de hipersensibili-
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dad demorada (AHD) ante la inyecciéon de
fitohemaglutinina-P (PHA-P) (Stadeckeretal.,
1977) y a través de extendidos de sangre
(recuento e identificacion de leucocitos).

Materiales y Métodos
Cria de animales y tratamientos.

Los estudios se desarrollaron en codorni-
ces japonesas debido a que no solo son una
especie importante en la agricultura en nume-
rosos paises (Baumgartner, 1994), sino que
ademas son consideradas un excelente mo-
delo de laboratorio para la extrapolaciéon de
datos a otras especies de aves de granja de
mayor importancia comercial (como el pollo
doméstico) debido a su alta similitud fisiologi-
ca (Huss et al., 2008; Wilson et al., 1961).

Inmediatamente luego de la eclosion, 180
aves fueron alojadas al azar en uno de 12
habitaculos de 90 x 45 x 60 cm (largo x ancho
x alto) (15 animales por habitaculo). El ciclo
de luz-oscuridad empleado fue de 14 horas de
luzy 10 de oscuridad. Las luces se encendian
alas 06:00 h. El manejo de la temperatura se
realizé de acuerdo al método descrito por
Shanaway (1994). La humedad relativa vario
entre el 50 y60%. El agua y el alimento balan-
ceado para codornices fueron provistos libre-
mente empleando un comedero que abarcaba
todo el frente de la caja de cria y ocho bebe-
deros automaticos de tipo “nipple” por caja. La
composicion del alimento fue de 20% (como
minimo) de proteinas crudas y un rendimiento
energético de 2.900 kcal/kg.

Para éste estudio se utilizaron cinco ani-
males de cada habitaculo y los restantes se
emplearon para mantener una densidad de
aves similar a la que se emplea en las bate-
rias de codornices destinadas a la produccién
de huevos (Shanaway, 1994). Desde el dia
posterior a su nacimiento los animales fueron
alojados en grupos mixtos en uno de cuatro
ambientes de cria que difirieron en los trata-
mientos a recibir, a saber: “ambiente enrique-
cido y estrés”; “ambiente enriquecido y sin
estrés”; “ambiente no enriquecido y estrés”;
“ambiente no enriquecido y sin estrés”.

Para la correcta identificacion de cada
animal, a los 28 dias de edad se le coloc6 a
cada ave una banda numerada en el ala dere-
cha. Serealizaron tres réplicas de cadauno de
los cuatro tratamientos, ocupando asi los 12
habitaculos de cria mencionados anteriormen-
te y conformando un total de 60 animales
estudiados (15 de cada uno del los cuatro
tratamientos, cinco aves de cada una de las
réplicas).

El enriquecimiento ambiental aplicado
consistio de tres tipos diferentes, uno estructu-
ral, uno de contacto y uno mixto. Los grupos
de enriquecimiento estuvieron dispuestos en
las cajas de cria correspondientes desde el
momento en que los animales fueron aloja-
dos. Se empled una rotacion semanal hasta
los 42 dias de edad (cinco rotaciones en total)
extendiéndose el enriquecimiento hasta el
final de la experiencia (49 dias). Asi, se
intentd reducir el acostumbramiento de los
animales a cada tipo de enriquecimiento y al
mismo tiempo evitar el disturbio y potencial
estrés asociado al recambio de los elementos
de enriquecimiento (Huff et al., 2003).

El estresor que se utilizé fue de tipo
cronico por inmovilizacion mecanica parcial
durante 15 minutos por dia. Se implementé
previo al inicio de las pruebas inmunolégicas
(ver abajo) y durante 10 dias consecutivos
(desde el dia 33 al 42). La inmovilizacion
consistié en restringir el movimiento del ani-
mal de tal manera que no pueda abrir las alas
ni escaparse, pero si pueda mover la cabeza
y patas (Jones et al.,, 2000). Este tipo de
estresor ya ha sido demostrado que induce
una respuesta de estrés en codornices (Sat-
terlee y Johnson, 1988).

Estudios inmunolégicos.

Analisis de hipersensibilidad tardia: A los
43 dias de edad se realizé una inyeccién de
0,075 ml de una solucién de PHA-P (100
ug/ml) en la zona periférica a la vena braquial
del ala derecha para analizar inmunidad
celular. El calibre de la zona inyectada se
midié con micrometro inmediatamente des-
pués a la inyeccién y luego alas 24 horas
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para poder hacer el analisis de hipersensibili-
dad tardia (Stadecker et al., 1977).

Determinacién de parametros sanguineos
einduccion de respuestainmune: Alos 43 dias
de edad también se les administr6 a las aves
una inyeccion intraperitoneal de una suspen-
sion al 10% de globulos rojos de oveja en
buffer fosfato salino para estimular la produc-
cion de inmunoglobulinas contra el antigeno.
Se extrajo sangre por puncién de la vena
braquial del ala izquierda antes y una semana
después delainyeccion (dia 49 de edad), para
realizar frotis de sangre pre y post estimulo
con el antigeno ya mencionado y analizar en
los mismos porcentaje de linfocitos y relacion
heteréfilo/linfocito (H/L), parametro indicativo
de estrés en aves (Gross y Siegel, 1993).

Anélisis estadisticos.

Las valores obtenidos de los parametros
sanguineos y de las zonas con hipersensibili-
dad dentro de cada réplica fueron promedia-
dos entre siy considerados como una unidad
experimental alos efectos del analisis estadis-
tico. Los valores de cada una de las variables
obtenidas de cada una de las replicas fueron
evaluados mediante ANOVAs de dos vias que
consideraron los efectos de los factores enri-
quecimiento ambiental (con enriquecimiento
vs sin enriquecimiento), estrés (con estrés vs
sin estrés) y su interaccion. La prueba de
FisherLSD fue empleada parala comparacién
de medias individuales a posteriori. Un valor
de p<0,05 fue considerado como representan-
te de diferencias significativas.

Resultados y Discusion

En el presente trabajo se evaltan los
efectos del AE en conjuncion con los efectos
de la exposiciéon a un estrés crénico sobre
parametros de inmunidad celular en codorni-
ces japonesas. En el AHD (ver Cuadro 1, %
de inflamacion) se observa que los mecanis-
mos de respuesta inflamatoria se muestran
afectados significativamente tanto por situa-
ciones de estrés cronico como por el desarro-
llo de las aves en un AE. Si bien no se detecto
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una interaccion significativa entre los efectos
del estrés y el enriquecimiento, interesante-
mente, los animales que se desarrollaron sin
enriqguecimiento y fueron estresados presenta-
ron la menor de las respuestas a la inyeccion
PHA-P. Esto confirma que un estrés crénico
afecta negativamente el componente celular
de la inmunidad como ha sido afirmado por
otros investigadores (Dhabhar et al. 1995;
1996). Es probable que este efecto se deba a
que en estas aves se liberan mayores cantida-
des de glucocorticoides al torrente sanguineo,
producto del estrés mismo, tal como en biblio-
grafia se informa que ocurre en respuesta a
este mismo estresor (Satterlee y Johnson,
1988). Por su parte y de manera coherente
con los resultados, los GCs presentan accion
anti-inflamatoria y retrasan los mecanismos de
migracion y reclutamiento de células del Sli
(Dhabharetal., 1997). Segun la interpretacion
de estos resultados, el enriquecimiento am-
biental habria permitido mejorar la respuesta
inflamatoria de las aves.
Alanalizar el porcentaje de linfocitos (Cua-
dro 1, % de linfocitos) se puede notar que los
animales no estresados y enriquecidos mantie-
nen el 100% de linfocitos post estrés. El grupo
con mayor caida en el porcentaje analizado es
el correspondiente a los animales sin enrique-
cimiento ambiental y a los cuales se les desa-
rrollo el protocolo de estrés. Nuevamente, a
pesar de la ausencia de interaccion significati-
va entre los tratamientos, las aves correspon-
dientes alos tratamientos “Ambiente enriqueci-
do y estrés” y “Ambiente no enriquecido y sin
estrés” conforman un grupo con respuesta
intermedia alos otros grupos ya mencionados.
Nuestros resultados sugieren que hay una
caida en el porcentaje de linfocitos en los
animales que se constituyen en el control, es
decir aquellos no enriquecidos y no estresa-
dos. Este valor de caida del porcentaje de
linfocitos de aproximadamente 26% es similar
aldelgrupo de animales estresados y criados
con enriguecimiento ambiental, lo cual implica-
riaque el AE llevaria alos animales estresados
acondiciones similares (respecto a sus pobla-
ciones linfocitarias) a las de los animales con-
troles, compensando asi los efectos del estrés.
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Cuadro 1: Efecto del ambiente enriquecido temprano y de un estrés por inmovilizaciéon sobre parametros
de inmunidad celular de codornices japonesas juveniles.

Table 1: Effect of an early environmental enrichment and a stress exposure on cellularimmune parameter
of juvenile Japanese quail.

Tratamiento P
Parametro Estresadoy  Estresadoy No estrés No estres ) . . Estrés x
. . A . ! - y no Estrés Enriquecido : :
enriquecido  no enriquecido  enriquecido enriquecido Enriquecido
% Inflamacion 115,49+3,54* 100,59+2,61° 124,53+4,58°* 113,14+4,98° 0,028* 0,011* 0,67
% Linfocitos ~ 77,19£7,04°®  48,57+1,79° 100,26+10,58° 73,59+5.28° 0,008*  0,004* 0,89
Relacion H/L  0,99+0,10 ° 2,10+0.28 ° 0,62+0,04 * 0,94+0,11°* 0,001*  0,002* 0,04*

Las letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos con p<0,05 (*). Los valores se expresan como
media t error estandar. Enriquecido: animales que vivieron en ambiente enriquecido desde la eclosién. Estresado:
animales que fueron sometidos a un estrés por inmovilizacion durante 10 dias consecutivos a los 32 dias de edad.
No enriquecido: animales que vivieron en ambiente no enriquecido desde la eclosion. No estrés: animales no

sometidos a estrés.

Larelacion H/L muestra también un patréon
de respuesta con dos grupos extremos que se
diferencian significativamente entre ellos y un
tercer grupo con valores intermedios (Cuadro
1). El grupo extremo con mayor respuesta en
la variable analizada es el de los animales “no
enriquecidos y estresados”, lamenorrespues-
ta la manifestaron los animales “enriquecidos
y no estresados”, y el tercer grupo se confor-
ma por los animales pertenecientes a los 2
tratamientos restantes. Sibien podriallamarla
atencion que los valores sean invertidos
respecto a los que ya se analizaron previa-
mente, esta inversion se condice con la
informacién que brinda el anélisis de este
parametro. Es decir, los animales que mani-
fiestan mayores valores de la variable son
aquellos cuya fisiologia se vio mas afectada
por el estrés, alterando las poblaciones leuco-
citarias (aumentando heteréfilos y disminuyen-
do linfocitos) muy probablemente por efecto
de cantidades elevadas de GCs en sangre
(Dhabhar, etal. 1995; 1996). Esta informacion
es, ademas, consistente con los resultados
que revelan que los animales que manifiestan
mayores indicadores de estrés presentarian
los parametros inmunes analizados disminui-
dos en comparacion con animales no someti-
dos a estrés cronico.

Podriamos mencionar entonces que los
efectos del AE, independientemente de su
mecanismo de accién, parecerian orientarse
principalmente a compensar el detrimento
inmunoldgico que manifiestan los animales
que son expuestos a lo largo de su desarrollo
a un estrés cronico. El mecanismo de accion
podria basarse en elaprendizaje y experiencia
para hacer frente a situaciones estresantes
(como la presencia de objetos novedosos)
desde los primeros momentos del desarrollo.
De este modo, cuando los animales criados
en AE son expuestos a una nueva situacion
estresante (como el estrés crénico por inmo-
vilizacion que incluye no solo la manipulacion
sino el alojamiento temporal en un ambiente
nuevo), esta no es percibida de la misma
forma que en las aves que no cuentan con
dichas experiencias de vida. A su vez, se sabe
que la activaciéon del sistema inmune es en si
un evento demandante en términos energéti-
cos para un organismo que tiene que destinar
recursos finitos al mantenimiento de su ho-
meostasis (Klasing, 2004) por esto, existe la
posibilidad de que un aprendizaje relacionado
a un manejo optimizado de los recursos ante
situaciones estresantes vaya acompafiado de
una mejor respuesta inmune.
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Por ultimo, cabe destacar el hecho de que
la exposicién a diversos estresores puede
inducirrespuestas neuroenddécrinas y compor-
tamentales comunes, efecto referido como
“Caracter Inespecifico” de la respuesta. Asi, si
bien en este trabajo solo se evalué un tipo de
estresor, las conclusiones que se desprenden
de este estudio podrian probablemente gene-
ralizarse a los efectos de otros estresores
croénicos, si bien serian necesarios estudios
con otros estresores para confirmar experi-
mentalmente esta enunciacién.

Conclusiones

Se puede concluir que los resultados: 1)
Confirman el efecto inmuno-depresor del
estrés cronico. 2) Demuestran un efecto
inmuno-activador del AE en la inmunidad
mediada por células. 3) Evidencian efectos
compensadores del AE sobre la respuesta
inmuno-depresora del estrés ya que el AE
permite: reducir el incremento en la relacién
H/L que induce el estrés y mantener las pobla-
ciones linfocitarias mas estables en el tiempo.

Considerando que la exposicion a situa-
ciones de estrés forma parte del desarrollo
mismo de los animales y es un proceso mu-
chas veces inevitable, el enriquecimiento
ambiental pareceria ser una forma util y de
bajo costo para mejorar el estado inmunolégi-
co de las aves en general, ya que sus efectos
parecen ocurrir de manera independiente del
estado de estrés que las aves manifiestan.
Esto puede tener implicancias estratégicas
para el disefio de programas de manejo de
animales principalmente en cautiverio ya que
permitiria mejorar su calidad de vida (bienes-
tar) y muy probablemente se vea también
reflejado en mejoras a nivel productivo.
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