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Resumen
La coloracion en el plumaje de las aves desempeia un papel fundamental en la comunicacion entre
individuos ya que puede ser un indicador de la condicién fisica o la calidad individual. Las
melaninas son los pigmentos mas extendidos en la mayoria de los animales. Estas se dividen en
eumelaninas y feomelaninas, siendo las ultimas las menos estudiadas en el contexto de la
comunicacion. La sintesis de feomelanina depende de la disponibilidad de cisteina en el organismo,
un aminoacido que puede ser adquirido por el organismo por medio de la dieta y también es
indispensable para la produccion del antioxidante endogeno glutation. La sintesis de feomelanina
y de glutation podrian competir por la cisteina disponible en el organismo. De ser esto cierto, se
esperaria que cuando los niveles de estrés oxidante en el organismo sean altos, se privilegiara el
uso de la cisteina para la produccion del antioxidante glutation en detrimento de su uso para la
produccion de feomelanina. De esta forma, las coloraciones feomeldnicas serian mds intensas
cuando los niveles de estrés oxidante en el organismo fueran bajos y, de esta manera, podrian tener
un valor sefializador del estado fisioldgico de los individuos, en particular de los niveles de estrés
oxidante presentes. En este estudio, se evalud experimentalmente esta conexion hipotética entre
estrés oxidante, sintesis de glutatién y coloracion feomelanica. Usamos como modelo codornices
japonesas (Coturnix japonica) macho, que muestran coloraciéon feomelanica en el plumaje del
pecho y las mejillas. Durante el crecimiento de nuevas plumas en estas zonas, los individuos fueron
expuestos a uno de tres tratamientos: reto oxidante endoégeno (LPS), reto oxidante exdgeno
(Paraquat) o control (Solucién salina). Se encontrd que, después de haber sido sometidos al
tratamiento, los sujetos de los tres grupos presentaron una reduccidon en la intensidad de la
coloracion feomelanica del pecho y no presentaron cambios en la coloracion de la mejilla. La
magnitud de dichos cambios no difiri6 entre los tres grupos. Contrario a lo esperado: (i) no se
observé un efecto del tratamiento en la proporcion glutation reducido:oxidado (GSH:GSSG), (ii)
los niveles de lipoperoxidacion fueron mas bajos en los tres grupos después del tratamiento que
antes del mismo, siendo mayor la disminucién en los grupos expuestos al reto oxidante endogeno
y exdgeno, en comparacion con el grupo control y, (iii) los niveles de cisteina plasmética fueron
menores después del tratamiento que antes del mismo en los tres grupos. Los resultados sugieren
que, en contra de lo predicho por la hipdtesis propuesta, los cambios en el balance oxidante podrian

no ser el mecanismo principal que subyace a la variacion en las coloraciones feomelanicas.

Palabras clave: Estrés oxidante, feomelanina, glutation, cisteina, sefiales coloridas.
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Introduccion

La mayoria de las interacciones entre los animales implican algin tipo de comunicacion y las
estructuras coloridas son unas de las caracteristicas que a menudo juegan un papel relevante como
sefiales comunicativas (Hill y McGraw 2006, Delhey y cols. 2010). Por ejemplo, en multiples
especies de aves, la coloracion del plumaje de los machos se asocia con las preferencias femeninas
en el contexto de la eleccion de pareja (Morrison y cols. 2014) o funcionan como senales de estatus
en la competencia intra-sexual (Senar 2006). Los caracteres coloridos en el plumaje (i.e. parches
en el pecho, flancos, baberos, colas, etc.) pueden proporcionar informacién relevante sobre rasgos
del portador como su condicion fisica, habilidad de forrajeo o estatus de dominancia, entre otros
(Hill y McGraw 2006, Quesada 2007, Lopez-Rull y Beamonte-Barrientos 2014). Estos rasgos de
color podrian haber evolucionado como sefiales de calidad porque suponen un costo de produccion
y mantenimiento que solo los individuos de buena calidad se pueden permitir (Fon y Carazo 2009).

Las caracteristicas coloridas en aves son producidas por el arreglo estructural del tejido,
pigmentos dependientes de la dieta o pigmentos sintetizados por el propio organismo. De estos tres
tipos de coloraciones, las dependientes de pigmentos dietarios, como los carotenoides, son las que
mas atencion han recibido en el contexto de la comunicacion animal (Hill y cols. 2006). No
obstante, otros pigmentos sintetizados por el propio organismo, como las melaninas, son de los
pigmentos principales que confieren el color a la piel, pelo y plumas de los vertebrados dando
origen a coloraciones negro-marrén (Galvan y Alonso-Alvarez 2009). Las melaninas presentan dos
formas principales: eumelanina y feomelanina. La eumelanina es responsable de coloraciones
negras-grises, mientras que, la feomelanina produce colores amarillo-marrén-rojizos (Galvan y
Solano 2016). La mayoria de los estudios sobre pigmentaciones meladnicas de las plumas estan
enfocados en las coloraciones eumelanicas (McGraw 2006). Sin embargo, las coloraciones
feomelanicas son igualmente abundantes y, a menudo, pueden generar rasgos llamativos con
potencial de senalizaciéon. No obstante, aiin se desconoce el mecanismo fisioldgico que podria
conectar las coloraciones feomeldnicas con aspectos clave de la condicion del individuo.

La produccioén de feomelanina depende de la presencia de cisteina, un aminoacido semi-
esencial, este aminodcido tiende a agotarse durante la infancia o durante periodos de enfermedad
o lesion) (Lagunas 2004). Los organismos obtienen la cisteina en gran medida por medio de la

dieta (Rodriguez y Galvan 2019), aunque también pueden sintetizarla de manera endogena (Zurita



2017). De forma interesante, se ha encontrado que el exceso de cisteina en el organismo es toxico
y puede generar condiciones como la acidosis metabolica, adelgazamiento del cascardn del huevo
(en organismos oviparos) y deficiencias en el crecimiento (Galvéan y cols. 2019, Rodriguez y cols.
2019). Se ha sugerido que la produccion de coloraciones feomeladnicas puede ser ventajosa para los
organismos, porque les podria ayudar a eliminar el exceso de cisteina circulante, evitando un
posible efecto toxico asociado a niveles altos de este aminoacido (Vina y cols.1983a,b, Munday
1989, Ito y Wakamatsu 2011, Galvan y cols. 2012). Por ejemplo, en un estudio realizado con Sitta
europaea, encontraron que las aves suplementadas con cisteina produjeron coloraciones
feomeldnicas mas intensas en plumas, pero no presentaron mayores indicadores de toxicidad (i.e.
estrés oxidante), ni un efecto negativo en su condicion fisica (Rodriguez y cols. 2019). Estos
resultados son consistentes con la propuesta de que la sintesis de feomelanina permite ‘drenar’ el
exceso de cisteina. No obstante, este proceso seria ventajoso solo cuando el organismo no se
encuentra bajo condiciones que aumentan los niveles de estrés oxidante (Galvan y cols. 2012,
Galvan y Alonso-Alvarez 2017, Rodriguez-Martinez y Galvan 2019a,b, Galvan y Sanz 2020).

El estrés oxidante es un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno y
la capacidad de la maquinaria antioxidante para neutralizarlas (Finkel y Holbrook 2000). Cuando
estas especies reactivas no logran ser neutralizadas de forma efectiva, pueden causar reacciones en
cadena que generan dafio a las biomoléculas (Finkel y Holbrook 2000, Huerta y cols. 2005,
Monaghan y cols. 2009). Las especies reactivas de oxigeno son moléculas o atomos que contienen
al menos un electron no apareado, por lo que son en extremo reactivas y capaces de producir
reacciones oxidantes (i.e. pérdida de electrones) con diversas moléculas organicas, mecanismo por
el cual causan dafio, a nivel de células y tejidos, provocando cambios funcionales (Huerta y cols.
2005). Sin embargo, las especies reactivas también juegan un papel importante en procesos como
la sefalizacion celular, la regulacion del crecimiento, la apoptosis, la induccion de la respuesta
mitogenética, la defensa contra agentes infecciosos y como moduladores de otras funciones
celulares (Di-Meo y cols. 2016, Carvajal 2019). Las principales fuentes de estrés oxidante a nivel
enddgeno son la respiracion celular y respuesta inmunitaria, mientras que, a nivel exdgeno son la
exposicion a radiacion ionizante, radiacion ultravioleta, pesticidas y metales pesados (Schroder y
Krutmann 2004, Huerta y cols. 2005, Avello y Suwalsky 2006).

Uno de los antioxidantes endogenos mas importantes que participan en la reduccion (i.e.

ganancia de electrones) de especies reactivas de oxigeno es el glutation (Wu y cols. 2004). Tanto



la produccién de glutation como la produccion de feomelanina dependen de la cisteina disponible
en el organismo, por lo que se ha propuesto que, la sintesis de estos dos compuestos compite por
el uso de la cisteina. De ser esto cierto, se esperaria que, en condiciones de estrés oxidante, se
privilegiara el uso de la cisteina para la sintesis del glutation, por el papel clave que este juega en
el mantenimiento del balance oxidante. Esto ocurriria en detrimento de otras funciones menos
criticas para el organismo, como la produccion de coloraciones feomeldnicas (Galvan y Alonso-
Alvarez 2009, Galvan y Moller 2013). De ser asi, en condiciones de estrés oxidante, los organismos
tenderian a desarrollar coloraciones feomelanicas menos intensas, por lo que dichas coloraciones
acabarian funcionando como indicadores fiables de balance oxidante del individuo durante la

formacion del tegumento (la pluma, en el caso de las aves) (Galvan y Sanz 2020).

Antecedentes
De forma consistente con la hipdtesis de la existencia de un uso competitivo de la cisteina para la
sintesis de glutation versus feomelanina, en condiciones naturales se ha encontrado una correlacion
negativa entre la intensidad de la coloracion feomelanica en plumas y los niveles de glutation en
plasma en polluelos de aguila calzada (Hieraaetus pennatus) y de halcon de Eleonor (Falco
eleonorae) (Martinez-Espinosa 2019). Otros estudios, también de tipo correlacional, han mostrado
que factores como el estrés oxidante de origen ambiental (i.e. derivado de la exposicion a un alto
riesgo de depredacion) en polluelos del trepatroncos azul (Sitta europaea) se asocia con una menor
intensidad en la coloracion feomelanica en plumas y menores niveles de glutation (Galvan y Sanz
2020). Sin embargo, hasta la fecha, solo se han publicado tres estudios en los que se han evaluado
estas ideas de forma experimental, dos de ellos en diamante mandarin (Taeniopygia guttata). En el
primero de ellos, los investigadores buscaron disminuir la capacidad antioxidante, disminuyendo
los niveles de glutation por medio de la administracién de butionina sulfoximina (un inhibidor
especifico de la sintesis de glutation). Contrario a lo hipotetizado, la administracion de butionina
sulfoximina no disminuy6 la capacidad antioxidante de los individuos; sin embargo, las aves
tratadas con este compuesto si presentaron coloraciones feomeldnicas menos intensas (Rodriguez-
Martinez y Galvan 2019a). En el segundo estudio, se busco inducir un estado de estrés oxidante
por medio de la administracion de herbicida Diquat. Sin embargo, el tratamiento experimental

resultd, contrario a lo planeado, en un incremento de la capacidad antioxidante y de la coloracion



feomeldnica en plumas. El grupo experimental, tuvo mayor proporcion de glutation
reducido:oxidado (GSH:GSSG) (i.e. menos estrés oxidativo) y menores niveles de
malondihaldehido (MDA), un biomarcador de peroxidacion lipidica (i.e. menor dafio oxidante en
lipidos) (Rodriguez-Martinez y Galvan 2019b). Los resultados obtenidos por estos estudios no son
consistentes entre si y, por lo tanto, no proporcionan evidencia solida en favor o en contra de la
hipotesis propuesta. En el tercer estudio experimental publicado, hasta la fecha, se administro
Diquat como agente oxidante a machos del gorrion comun (Passer domesticus). En este estudio se
observo una disminucion en la intensidad de la coloracion feomeldnica en plumas. Sin embargo, el
tratamiento no afect6 los niveles de cisteina ni increment6 los niveles de estrés oxidante como se
esperaba (Galvan y Alonso-Alvarez 2017). Por lo tanto, la presente investigacion evalué si los
desafios al balance oxidante producen consistentemente una diminucion en la coloracion
feomeldnica en plumas, acompafiada de mayores niveles de estrés oxidante y una menor
disponibilidad de cisteina circulante.

La codorniz japonesa (Coturnix japonica) es un ave galliforme con dimorfismo sexual en el
tamano corporal y el color del plumaje. A diferencia de la hembra, el macho presenta un parche de
coloracion feomelanica en el plumaje de las mejillas y el pecho (Gluckman y Mundy 2017). La
intensidad de la coloracion del parche de la mejilla esta asociada positivamente con las preferencias
femeninas en un contexto de seleccion sexual (Hiyama y cols. 2018). Esto, sumado al hecho de
que la codorniz japonesa es un modelo de laboratorio ampliamente usado, hace a esta especie un
modelo ideal para evaluar la idea de que el estrés oxidante modula la intensidad de la produccion

de coloraciones feomeladnicas en plumas.



Hipotesis
En condiciones que promueven un incremento en los niveles de estrés oxidante, existe un
compromiso entre el uso de la cisteina disponible para la sintesis de glutation y la produccion de
feomelanina, sacrificandose lo segundo en favor de lo primero, generando asi una relacion negativa
entre los niveles de estrés oxidante durante el crecimiento de nuevas plumas y la intensidad de la

coloracion feomelénica del plumaje generado.

Predicciones
Si la hipdtesis propuesta es correcta, se espera que, en comparacion con los individuos del grupo
control (no expuestos a condiciones prooxidantes), los individuos expuestos a un desafio oxidante
durante la muda presentaran:
1) Plumas generadas con una coloracion feomelédnica menos intensa (mas brillo total).
2) Niveles de la proporcion glutation reducido:oxidado (GSH:GSSG) mas bajos.
3) Daio oxidante en lipidos (estimados a partir de la concentracion de MDA, de acé en adelante
‘lipoperoxidacioén’) mayor.

4) Niveles de cisteina en plasma mas bajos.

Objetivos
Objetivo general
Analizar un posible compromiso entre la sintesis de glutation y de feomelanina en presencia de un

incremento del estrés oxidante en el individuo.

Objetivos particulares
e Cuantificar la intensidad de la coloracion feomeldnica de las plumas desarrolladas por
individuos en condiciones prooxidantes y en ausencia de estas.
e Cuantificar los niveles de GSH:GSSG, dafio oxidante en lipidos y cisteina en sangre en
individuos sometidos a condiciones prooxidantes y en ausencia de estas.

e Verificar la relacion entre la intensidad de la coloracion y los niveles de glutation y cisteina.



Métodos
Sujetos y condiciones de alojamiento

En este estudio se incluyeron 64 codornices japonesas macho adultas (13 semanas de edad, peso
129.81+2.66 gr) obtenidas en mayo de 2021 por medio de un proveedor comercial local, del Estado
de México. Los individuos fueron alojados en el aviario, ubicado en el Centro Tlaxcala de Biologia
de la Conducta (CTBC), que cuenta con un area total de 5 x 8 m y cuatro espacios de alojamiento
exterior techados (2.50 x 1.90 m cada uno). En cada espacio fueron instaladas dos baterias de jaulas
con capacidad para 20 aves, alojadas individualmente en espacios de 50 x 29 x 20 cm (largo x
ancho x alto). Las aves se mantuvieron expuestas a luz natural y se les suplement6 con luz artificial
calida durante 14 horas al dia (6:00 — 21:00 horas), con la finalidad mantenerlas en condiciones
sexualmente activas. La temperatura ambiental promedio durante el experimento fue de 19 °C, y
no difirid entre los diferentes espacios de alojamiento: Cuarto 1 (19.16+£0.06 °C) y cuarto 2
(18.44+0.06 °C). Desde la llegada de las codornices al aviario hasta el inicio del experimento
transcurrieron 4 meses en los que las aves fueron mantenidas con acceso ad libitum a agua'y 30 gr
diarios de alimento para codorniz (Purina® - Codor Reproductina HP, proteina 21 %, grasa 2%,
calcio 3.40 %, fibra 5 % y extracto libre de nitrogeno 45), cantidad adecuada para el mantenimiento
de las aves. Cada individuo fue identificado con una etiqueta numerada en la pata izquierda y
recibid una dosis de la vacuna Newcastle (B1, MAVER) por via ocular 20 dias después de la
llegada al aviario y 114 dias antes del inicio del experimento, con la finalidad de prevenir la muerte

de los individuos por esta enfermedad viral y altamente contagiosa.
Tratamientos

Los 64 machos adultos incluidos en el experimento fueron asignados de manera aleatoria a uno de
tres grupos: control (n=21), reto oxidante endoégeno (LPS, n=21), o reto oxidante exdgeno
(Paraquat, n=22). Los sujetos del grupo control fueron expuestos a 5 inyecciones intraperitoneales
de 1 uL/kg de solucion salina (PiSA). Los sujetos del grupo con reto oxidante enddgeno recibieron
5 inyecciones intraperitoneales de 1 mg/kg de lipopolisacarido de membrana de E. Coli (LPS)
(Sigma L2630-25MG) con el proposito de estimular la respuesta inmunitaria (Boever y cols. 2008,
Bertani y Ruiz 2018), y en consecuencia, estrés oxidante (Crommenacker y cols. 2010, Costantini

y cols. 2014, Huerta y cols. 2015). Finalmente, los sujetos que recibieron un reto oxidante exdgeno



(Paraquat), fueron expuestos a 5 inyecciones intraperitoneales de 10 mg/kg de Paraquat
(Dragocson® 1,10-dimetil-4,40 Dicloruro de bipiridinio), un fertilizante de uso agricola que genera
estrés oxidante (Galvani y cols. 2000, Meitern y cols. 2013). Las dosis utilizadas se seleccionaron
con base en un estudio piloto realizado y en concordancia con estudios previos que han mostrado
efectos sobre los niveles de dafo oxidante. En los tres grupos, las inyecciones intraperitoneales
fueron administradas cada tercer dia, iniciando el dia 8 después de la extraccion de las plumas y
finalizando el dia 16 (Fig. 1). Se seleccion¢ este intervalo para la aplicacion de los tratamientos
debido a que en un estudio piloto se encontré que la pigmentacion de las barbas de la pluma

empieza a ser detectable a partir del dia 6 después de la extraccion de la pluma (Ver Anexo).

Tratamiento Mediciones
. Paraquat 10 mg/Kg-250 pL Pre Pos
. LPS 1 mg/Kg-250 pL « Sangre dia | ***Sangre 24 h después
. Solucion salina-250 pL «Colordia1l inyeccion3y5
* Color dia 21
Inyecciones
1 2 R 4 s

Dia2 Dia4 Dia6 [Dias][Dialo][Diau] (Dia 14] (Dia16] Dia18 Dia20

Medicion
de color

| Dia 1 | Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Diall Dial3 Dial5 Dial7 Dial9 | Dia 21|

Figura 1. Cronograma de procedimientos realizados durante el experimento

El experimento inicié con la medicion del peso y color del plumaje de los individuos (ver
abajo), al dia siguiente se continud con la extraccion de las plumas de un area de 3 x 4 cm aprox.
del pecho (se midi6 el area con una cinta métrica de papel) y 1 x 1 cm aprox. de la mejilla derecha
(por debajo del ojo de cada individuo). Para cuantificar los niveles iniciales de cisteina, glutation
y lipoperoxidacion, antes de la extraccion de las plumas se tomo6 una muestra de 200 ul de sangre
de la vena braquial usando venipuntura y capilares heparinizados. La sangre se centrifugé a 10,000
x g por 10 minutos para separar el plasma de las células rojas en tubos independientes, ambas
fracciones se almacenaron a -80 °C hasta el momento de los andlisis de laboratorio.
Adicionalmente, se tomaron muestras de sangre de 200 pl, 1 y 24 horas después de la aplicacion

de la tercera y quinta inyeccion intraperitoneal del tratamiento correspondiente a cada individuo.



El dia 20 después de la extraccion de las plumas (21 dias después de la primera medicion de color),
cuando las nuevas plumas estaban completas (forma y tamafio), se tomo una segunda medicion de
coloracion de plumaje del pecho y mejilla para evaluar el efecto del tratamiento. El peso de los
individuos fue monitoreado diariamente con una balanza digital de precision (+0.01g).
Adicionalmente, con el propdsito de confirmar la presencia de una respuesta febril asociada a la
inyeccion del LPS, 8 h después de la primera y la tercera inyeccion se tomo la temperatura corporal
de todos los individuos por via cloacal usando un termémetro digital de contacto (Fluke 52- II,

60HZ).
Estimacion de estrés oxidante

Glutation. En la fraccion de células rojas de las muestras de sangre colectadas se cuantificaron los
niveles de glutatién reducido (GSH) y oxidado (GSSG), para finalmente estimar la proporcion
GSH:GSSG. Una situacion de estrés oxidante suele caracterizarse por un incremento de GSSG y/o
una disminuciéon de GSH, lo que se traduce en un descenso de la proporcion GSH:GSSG, que
puede usarse como un biomarcador de estrés oxidante (Rodriguez-Martinez y Galvan 2019a). Estos
pardmetros se analizaron utilizando un kit comercial (Sigma Aldrich, CAS 38185) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se pesé 1 mg de células rojas que fue diluido en 11 pL
de agua desionizada, se agregaron 48 pL de acido sulfosalicilico al 5% y se centrifug6 a 8,000 x g
durante 10 minutos a 4 °C. Seguidamente, se agregaron 385 puL de agua desionizada a cada muestra.
La muestra diluida se dividi6 en dos alicuotas de 200 uL, una para la medicion de GSSG y otra
para la de GSH. En el caso del GSSG, se agregd 4 puL de la solucion de enmascaramiento a la
muestra. En el caso de GSH, las muestras se analizaron en ausencia de la solucion de
enmascaramiento. La absorbancia de la reaccion fue leida por duplicado a 405 nm utilizando un
lector de microplacas Multiskan Fisher (Thermo Scientific). La concentracion de GSSG en la
muestra se determind usando una curva de calibraciéon de GSSG y la concentracion de glutation
total (GSH + GSSG) usando una curva de calibracion de glutation. Los valores finales se expresan
en nanogramos por miligramo. El coeficiente de variacion (CV) intra-placa fue del 7.6 % en

promedio y el CV entre placas de 5.9 % en promedio.

Lipoperoxidacion. El dafio oxidante en lipidos (lipoperoxidacion) se evaluo determinando el nivel
de malondialdehido (MDA) en plasma mediante el método del acido tiobarbiturico (es uno de los

productos finales de la peroxidacion de 4cidos grasos poliinsaturados en las células). Un aumento
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de los radicales libres, al actuar sobre los lipidos de las membranas biologicas, provoca una
sobreproduccién de malondialdehido cuya concentracion puede usarse como un biomarcador de
dafio oxidante (Gawel y cols. 2004). Para el andlisis se tom6 100 pL de plasma, se agreg6 100 pL
de &cido tricloroacético (10 %, p/v) y se mezclo 3 veces por inversion. Se centrifugé 10,000 x g
durante 10 minutos a 4 °C, se recuperd ~170 pL de sobrenadante y se afiadi6 100 pL &cido
tiobarbitarico al 0.375 % con pH 4.2. Posteriormente, la curva patréon (diluciones preparadas
usando un valor conocido de MDA - 1,1, 3,3-tetra-metoxipropano) y las muestras se llevaron a
ebullicion a 92 °C durante 45 minutos, finalizado el tiempo de incubacion, las preparaciones se
dejaron enfriar a -20 °C durante 5 minutos para detener la reaccion. Para calcular la concentracion
de MDA (uM/mL), se determino la absorbancia de cada muestra a 530 nm contra una curva patron
de MDA (1,1, 3,3-tetra-metoxipropano, Sigma-Aldrich) utilizando un lector de microplacas
Multiskan Fisher (Thermo Scientific). El CV intra-placa fue del 2.9% en promedio y el CV entre

placas de 1.4 % en promedio.

Medicion de cisteina

Los niveles de cisteina se midieron en plasma mediante un kit comercial (Sigma-Aldrich, Mak255).
Las muestras de plasma se centrifugaron a 10,000 x g durante 5 minutos a 4 °C recuperando
posteriormente el sobrenadante, se puso 5 pL de cada muestra y punto de la curva patron en los
pozos de la placa de ELISA y se agregaron 5 uL adicionales de buffer para llegar a un volumen de
10 pL. Se afiadieron 200 pL master mix a cada pozo (193 uL de buffer + 5 pL de mix de enzimas
I diluido en buffer + 1 puL de agente reductor + 1 puL. de agente bloqueador). Se mezcld por pipeteo
y se incubo la placa durante 30 minutos a 37 °C. Al final de la incubacion, se agregaron 30 pL de
mix enzimas II, se mezcld por pipeteo y se incubo nuevamente por 5 minutos. Después de este
segundo periodo de incubacidn, se afiadieron 5 uL de buffer de prueba y se leyo6 la intensidad de
la fluorescencia de la reacciéon mediante modo cinético durante 30 minutos (A exitacion = 365/A
emision = 450 nm) usando un lector de placas Synergy HIF (Biotek). Los niveles de cisteina se
expresan como nmoles/puL y el CV intra-placa fue del 35 % en promedio y el CV entre placas de

37 % en promedio.



Medicion de color

El color del pecho y la mejilla de los individuos fue medido usando un espectrofotometro portatil
Minolta CM-2600d que proporciona datos de reflectancia mediante una lampara xenén en un rango
de 360 a 700 nm cada 10 nm. Se tomaron medidas de color de nueve puntos distribuidos a lo largo
del parche ventral de los individuos para abarcar una mayor parte del area y tres medidas en la zona
del parche de la mejilla. Las mediciones obtenidas para cada parche de color fueron promediadas
y se uso este promedio para calcular el brillo total de cada area de plumaje (pecho y mejilla). El
brillo total fue estimado como la sumatoria de la reflectancia obtenida cada 10 nm entre los 360-
700 nm. Brillos totales mas altos corresponden a coloraciones menos intensas (mas blanquecinas),
mientras que, brillos totales con valores mas bajos corresponden a coloraciones feomeldnicas mas

intensas (Fig. 2).
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Figura 2. Coloracion del parche del pecho en codornices japonesas macho. Los individuos mas brillantes
presentan coloraciones menos intensas (con menor concentracion de feomelanina en la pluma) y viceversa.
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Analisis estadisticos

El peso fue cuantificado antes de la primera inyeccion y 24 horas después de la aplicacion de la
tercera inyeccion, la temperatura se midi6 8 horas después de la aplicacion de la segunda inyeccion.
Estas mediciones se realizaron para explorar si el tratamiento tenia alglin efecto en estas variables.
Los niveles de cisteina y lipoperoxidacion en plasma, asi como los de la proporcion GSH:GSSG
en eritrocitos, fueron cuantificados antes del experimento y 24 horas después de la tercera
inyeccion. Adicionalmente, los niveles de lipoperoxidacion en plasma también fueron medidos 24
horas después de la quinta inyeccion y fueron analizados en un modelo diferente al ajustado para
evaluar el efecto sobre este biomarcador 24 horas después de la tercera inyeccion. Para evaluar el
efecto del tratamiento sobre la intensidad de la coloracion del plumaje, los biomarcadores de estrés
oxidante, los niveles de cisteina, la temperatura corporal y el peso, se utilizaron modelos lineales
mixtos donde se incluyd la variable respuesta de interés (coloracion, biomarcadores de estrés
oxidante, niveles de cisteina, temperatura corporal y peso, al inicio y al final del tratamiento),
incluyendo como factores fijos el momento de medicion (pre- o pos-tratamiento), tratamiento
(control, LPS o Paraquat) y la interaccion entre ambos factores. La identidad del individuo fue
incluida como factor aleatorio en todos los modelos lineales mixtos mencionados para controlar
por la no independencia de las medidas repetidas provenientes del mismo sujeto. Las variables
niveles de GSH:GSSG, lipoperoxidacion, y cisteina fueron transformadas a logaritmo 10 antes de
los analisis estadisticos. Para verificar las diferencias significativas entre los grupos en los modelos
de temperatura, lipoperoxidacion y cisteina, se realizdé un ensayo post-hoc HSD de Tukey,

utilizando la paqueteria “emmeans”.
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Resultados

Peso y temperatura corporal

No se encontraron diferencias entre los grupos experimentales con respecto a la masa corporal pre-
tratamiento versus pos-tratamiento (24 horas después de la aplicacion de la tercera inyeccion)
(Tabla 1). Sin embargo, el grupo inyectado con LPS presentdé una mayor temperatura corporal 8
horas después de la segunda inyeccion (P=0.021), en comparacion con los sujetos de los otros dos

grupos (P=0.0974) (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto del tratamiento (control, LPS y Paraquat) sobre el peso 24 horas después de la tercera
inyeccion y la temperatura 8 horas después de la aplicacion de la segunda inyeccion, en codornices japonesas
macho.

Peso Temperatura
F GL P F GL P
Tiempo 0.404 46 0.528 24.29 52 <0.001
Tratamiento 0.293 46 0.747 1.01 52 0.450
Tiempo X tratamiento 1.296 46 0.283 0.677 52 0.341

*GL = grados de libertad.

Coloracion

En los individuos de todos los grupos, se observé un incremento significativo en el brillo total del
plumaje del pecho al final del experimento con respecto a las medidas iniciales (Tabla 2). Sin
embargo, la magnitud de este incremento no difirid entre los tres grupos experimentales
(interaccion tiempo x tratamiento no significativa; Tabla 2, Fig. 3). En cuanto al brillo de la mejilla,
no se observaron efectos asociados al tratamiento, al tiempo de la medicion o a la interaccion entre

estos dos factores (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto del tratamiento (control, LPS y Paraquat) sobre el brillo del plumaje del pecho y la mejilla
de codornices japonesas macho, medidas antes de iniciar el experimento y 20 dias después del inicio, una
vez que las plumas habian vuelto a crecer bajo la influencia de los tratamientos experimentales.

Pecho Mejilla
F GL P F GL P
Tiempo 91.83 54.24 <0.001 0.211 61.18 0.647
Tratamiento 0.256 96.90 0.774 0.149 72.88 0.861
Tiempo X tratamiento 1.730 59.20 0.185 0.080 61.14 0.910

*GL = grados de libertad.
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Figura 3. Efecto del tratamiento sobre el brillo total del pecho (a) y mejilla (b) de machos de codorniz
japonesa expuestos a inyecciones intra-peritoneales de solucion salina (control), LPS o Paraquat. El color
fue medido pre- (en las plumas antes de ser extraidas) y pos-tratamiento (20 dias después de la extraccion —
5 dias después de la ultima inyeccion). Valores mas altos de brillo total indican una coloracién feomelanica
menos intensa. Las cajas representan el rango intercuartil, los puntos negros representan a cada individuo,
la linea media representa la mediana, las lineas grises indican el cambio del brillo total para cada individuo
pre- y pos-tratamiento.

Glutation

No se encontraron efectos del tratamiento sobre la proporcion GSH: GSSG (Tabla 3, Fig.4).
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Figura 4. Cambio de la proporcion GSH: GSSG para cada grupo experimental (control, LPS y Paraquat).
Las cajas representan el rango intercuartil, los puntos negros representan a cada individuo, la linea media
representa la mediana, las lineas grises indican el cambio en la concentracion GSH: GSSG para cada
individuo pre- y pos-tratamiento (24 horas después de la 3ra inyeccion), los datos fueron trasformados a
log10 para los analisis estadisticos.
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Lipoperoxidacion

No se observaron diferencias asociadas al tratamiento o a la interaccion tiempo X tratamiento, 24
horas después de la tercera inyeccion. Sin embargo, el tratamiento experimental produjo una
disminucion de los niveles de lipoperoxidacion pos-tratamiento, 24 horas después de la quinta
inyeccion en todos los grupos (control, LPS y Paraquat), en comparacion con los individuos del
grupo control, ademas no hubo disminucién significativa entre los grupos control-LPS (P= 0.490,

Df=33) y Control-PRQ (P=0.166, Df=33) y LPS-PRQ (P=0.698, Df=33) (Fig. 5, Tabla 3).
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Figura 5. Cambios en los niveles de lipoperoxidacion 24 horas después de la 3ra (a) y Sta inyeccion (b),
para cada grupo experimental (control, LPS y Paraquat). Las cajas representan el rango intercuartil, los
puntos negros representan a cada individuo, la linea media representa la mediana, las lineas grises indican
el cambio de los niveles de lipoperoxidacion para cada individuo pre- y pos-tratamiento, los datos fueron
trasformados a log10 para los analisis estadisticos.

Cisteina

El tratamiento experimental produjo una disminucion de los niveles de cisteina pos-tratamiento (24
horas después de la aplicacion de la tercera inyeccion) en todos los grupos (control, LPS y
Paraquat), en comparacion con los niveles pre-tratamiento. No se observaron diferencias asociadas

a la interaccion tiempo x tratamiento. Ademads, no hubo disminucion significativa entre los grupos
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control-LPS (P= 0.998, Df=28) y Control-PRQ (P=0.308, Df=28) y LPS-PRQ (P=0.256, Df=28),
(Tabla 3; Fig. 6).
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Figura 6. Cambios en los niveles de cisteina por tratamiento (24 horas después de la 3ra inyeccion), para
cada grupo experimental (control, LPS y Paraquat). Las cajas representan el rango intercuartil, los puntos
negros representan a cada individuo, la linea media representa la mediana, las lineas grises indican el cambio
de los niveles de cisteina para cada individuo pre y pos-tratamiento, los datos fueron trasformados a log10
para los analisis estadisticos.

Tabla 3. Resultados de modelos lineales mixtos para el efecto del tratamiento (control, LPS y Paraquat)
sobre los niveles de glutation, lipoperoxidacion y cisteina en codornices japonesas macho. La variable
tiempo corresponde al momento en que la muestra fue tomada: antes de empezar el experimento o 24 horas
después de la aplicacion de la tercera o quinta inyeccion (segun sea el caso). Los efectos estadisticamente
significativos (P < 0-05) se indican en negrita.

GSH: GSSG Lipoperoxidaciéon Cisteina
24 horas después de la | 24 horas después 24 horas después | 24 horas después de
3ra inyeccion de la 3ra inyeccion de la Sta inyeccion la 3ra inyeccion
F GL P F GL P F GL P F GL P
Tiempo 0.230 3045 0.634|1.457 33 0.235 4328 33 <0.001] 7.797 28 0.009
Tratamiento | 1.435 45.65 0.248 | 0.564 33 0.574 1.804 33 0.180| 1.569 28 0.225
Tratamiento
] 1.513 29.83 0.236 | 0.196 33 0.822 4.033 33 0.027 | 0.7151 28 0.497
X tiempo
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Discusion

El objetivo de este estudio fue analizar un posible compromiso entre la sintesis de glutation y
feomelanina en presencia de un incremento en los niveles de estrés oxidante en el individuo. Para
cumplir con este objetivo, se realizd una manipulacion experimental en la que se expuso a los
individuos a inyecciones intra-peritoneales de solucion salina (control), LPS (reto oxidante
endogeno) o Paraquat (reto oxidante exdgeno). Se encontrd que los sujetos de los tres grupos
(control, LPS y Paraquat) disminuyeron por igual la intensidad en la coloracion del plumaje del
pecho después del tratamiento (incremento del brillo total), lo que indica que la administracion de
un reto oxidante (endogeno o exdgeno) no tiene un efecto sobre la coloracion del plumaje generado.
Esto sugiere que, en contra de lo propuesto, el estrés oxidante no juega un papel fundamental en la
produccion de coloraciones feomeldnicas. Mientras que en el caso de la coloracion del pecho se
observod una disminucion general del color del plumaje en todos los grupos a lo largo del
experimento, la intensidad de la coloracion de la mejilla no varié en ninguno de los grupos a lo
largo del estudio. En esta especie, la coloracion en la mejilla de los machos es un rasgo que juega
un papel importante durante la eleccion femenina, ya que las hembras prefieren aparearse con
machos que presentan coloraciones mas intensas en esa region (Hiyama y cols. 2018). Esto podria
sugerir que los machos pudieron haber regulado la disposicion de feomelanina, asignando de
manera estratégica sus recursos para mantener la coloracion de la mejilla inalterada.

Existen tres estudios previos que han puesto a prueba, de forma experimental y con una
aproximacion similar a la planteada en este trabajo, la misma hipotesis evaluada en este estudio,
dos realizados en el diamante mandarin y otro realizado en el gorrion comun. En el primero de
ellos, la exposicion a una sustancia no téxica (butionina sulfoximina) que inhibe la sintesis de
glutation, provocd una disminucion de la coloracion feomelanica de las plumas generadas durante
el experimento, conforme a lo predicho. Sin embargo, no se detectaron cambios en los marcadores
de estrés oxidante en respuesta al tratamiento experimental en el diamante mandarin (Rodriguez-
Martinez y Galvan 2019a). En el segundo estudio experimental con diamante mandarin, se
manipuld el estrés oxidante de las aves mediante la administracion de Diquat (un pro-oxidante
similar al Paraquat usado en nuestro trabajo). Ese estudio encontré un incremento -en lugar de la
esperada disminucion- tanto en la coloracion feomeldnica de las plumas como en la capacidad
antioxidante (Rodriguez-Martinez y Galvan 2019b). Finalmente, en el tercer estudio con gorrion

comun, al administrar Diquat como agente oxidante, conforme a lo esperado, se observo un efecto
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negativo sobre la intensidad de la coloracion feomeldnica en plumas. Sin embargo, no se
encontraron diferencias en los niveles de cisteina después del tratamiento entre los sujetos tratados
con Diquat o vehiculo, ni el incremento esperado en los niveles de estrés oxidante (Galvan y
Alonso-Alvarez 2017). Estos resultados dispares, unidos a la ausencia de efecto de nuestra
manipulacion experimental, muestran un panorama general poco concluyente, que no presenta un
respaldo claro a la conexidn hipotética entre coloracion feomelanica y estrés oxidante propuesta.
En este trabajo se esperaba que los niveles de la proporcion GSH:GSSG en los grupos
expuestos a LPS y Paraquat fueran menores después del tratamiento (es decir, mayor estrés
oxidante) en comparacion con los niveles iniciales y los sujetos del grupo control. Sin embargo, no
se encontraron diferencias entre los grupos experimentales ni entre los momentos de medicion
(antes versus después del tratamiento). Ademas, se esperaba que el dafio oxidante en lipidos fuera
mayor en los grupos LPS y Paraquat. Sin embargo, los tres grupos presentaron una reduccion en
los niveles de lipoperoxidacion 24 horas después de la quinta inyeccion (i.e. presentaron un menor
dafo en lipidos), esta disminucidon fue mayor en los grupos inyectados con LPS y Paraquat, en
comparacion con el grupo control. También se predijo que los niveles de cisteina serian menores
en los sujetos tratados con LPS y Paraquat en comparacion con los sujetos control. Sin embargo,
se observd una disminucion en los niveles de cisteina en los sujetos de los tres grupos, lo cual
indica que pudieron utilizar este recurso a una via diferente de la proteccion antioxidante. Estos
resultados, sugieren que los tratamientos con LPS y Paraquat no causaron el incremento esperado
en el estrés oxidante en comparacion con el tratamiento control. Sin embargo, hay evidencia que
no respalda esta conclusion. Por un lado, el tratamiento con LPS desencaden6 una respuesta febril
en las aves del experimento, que indica que la respuesta inmunoldgica pretendida tuvo lugar
efectivamente (Maloney y Gray 1998, Boever y cols. 2008). Estudios previos en aves han mostrado
que dosis de 1 mg/kg de LPS se traduce en una respuesta febril de fase aguda que implica un
aumento en el estrés oxidante (Han 2020). Por otro lado, en cuanto al Paraquat, dosis idénticas a
las aplicadas en este estudio y en la misma especie, han mostrado efectos significativos sobre el
dafio oxidante de los individuos, usando como biomarcador los niveles de lipoperoxidacién, GSH,
GSSG y GSH:GSSG (Galvani y cols. 2000). La aparente ausencia de efectos de la manipulacion
experimental sobre los biomarcadores seleccionados podria deberse a una capacidad limitada de
estos para reflejar eficazmente y de forma global un proceso fisiolégico complejo como el estrés

oxidante. Por ejemplo, estudios experimentales en aves, muestran que la administracion de dosis
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muy altas (cercanas a la DL50) de sustancias similares al Paraquat, no siempre se traducen en
cambios detectables en los biomarcadores de estrés oxidante, pese al incremento en la mortalidad
(Meitern y cols. 2013). Es importante resaltar que, en los trabajos experimentales anteriormente
mencionados, que pusieron a prueba esta hipotesis en diamantes mandarines y gorriones, no
siempre se encontraron los efectos esperados en los marcadores de estrés oxidante utilizados. Por
ejemplo, el tratamiento con butionina sulfoximina no cambi6 la proporcion GSH:GSSG ni los
niveles de MDA a pesar de disminuir la coloracidon feomelénica (Rodriguez-Martinez y Galvéan
2019a) y el tratamiento con el agente prooxidante Diquat incremento, en lugar de disminuir, la
proporcion GSH:GSSG sin alterar los niveles de MDA, pero aumentando la coloracion
feomelanica (Galvan y Alonso-Alvarez 2017; Rodriguez-Martinez y Galvan 2019b). También es
posible que el estrés oxidante generado por los tratamientos utilizados no se reflejara en el plasma
o los eritrocitos, sino en otros tejidos del organismo no analizados en este estudio; como el higado
o los pulmones (Hoffman 2002, Simitzis y cols. 2012, Henry y cols. 2015, Han 2020). Por todo
ello, es razonable pensar que los tratamientos si supusieron un desafio oxidante para las aves, que
no fue detectado debido a los biomarcadores usados, el sustrato bioldgico en el que se hizo el
andlisis o el momento con respecto al tratamiento en el que fueron tomadas las muestras.

Pese a la ausencia de efecto de nuestro tratamiento sobre la coloracion, resulta interesante
analizar el patrén de respuesta global, en todos los parametros medidos, presentado por los sujetos
de los tres grupos. Entre el inicio del estudio y el final de este, las aves experimentaron un descenso
en los niveles cisteina en plasma (Fig. 6), y las plumas que regeneraron durante el experimento
mostraron coloraciones feomeldnicas en el pecho més pobres que las que tenian al inicio de este
(Fig. 3). Estas tendencias son, parcialmente consistentes con lo predicho. Sin embargo, si el factor
detonante de estos cambios fuera el estrés oxidante, como propone la hipotesis estudiada, se debid
haber encontrado un incremento concomitante en los niveles de lipoperoxidacion al final del
experimento en comparacion con los niveles iniciales y una disminuciéon en la proporcion
GSH:GSSG. Sin embargo, se encontr6 una notable disminucion en los niveles de lipoperoxidacion
(Fig. 5) y una ausencia de diferencias detectables en la proporcion GSH:GSSG (Fig. 4). Todo ello
sugiere que la conexion fisioldgica entre cisteina y feomelanina propuesta podria ser cierta, pero el
estrés oxidante podria no necesariamente jugar un papel clave como mediador en esta relacion. Se
requieren, por tanto, mas estudios que exploren los factores que pueden causar estas covariaciones

(por ejemplo, riqueza de cisteina en la dieta o activacion de procesos fisiologicos que impliquen de
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alguna manera a este aminoacido), y que permitan establecer conexiones con la calidad o la
condicion individual para poder determinar el potencial de las coloraciones feomeldnicas como

seflales de condicion.

Conclusion

El estrés oxidante puede no estar vinculado directamente con la existencia de un compromiso
entre la sintesis de glutation y feomelanina, por lo cual las coloraciones feomelanicas podrian no

reflejar condiciones pro-oxidantes en el organismo.
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ANEXOS

Estudio Piloto 1: Crecimiento de plumas e inyeccion de LPS

El estudio piloto se realizd con el objetivo de: 1) determinar la tasa de crecimiento de las plumas
con el fin de estimar el momento Optimo de aplicacion de los tratamientos para alterar el estado
oxidante de los individuos y 2) verificar el efecto del reto inmunitario sobre la temperatura corporal
y los niveles de glutatién en células rojas. Para esto se empled un total de 8 individuos macho
adultos de 7 semanas de edad, con un peso promedio de 183.9+2.6 gr. Se seleccionaron
aleatoriamente 4 individuos controles y 4 experimentales.

Para alcanzar el primer objetivo, se extrajeron las plumas del pecho de todos los individuos
en un area aproximada de 2 % 3 cm (ancho x largo) y se midi6 de forma diaria la longitud de las
plumas en crecimiento hasta el dia 19 posterior al procedimiento de extraccidon, cuando el parche
estaba completamente formado.

Para cumplir con el segundo objetivo, los individuos experimentales fueron inyectados intra-
peritonealmente con 1 mg/kg de Lipopolisacarido (LPS, fraccion de la pared celular de bacterias
Gram-negativas; Sigma L2630), que previamente ha mostrado inducir estrés oxidante (Boever y
cols. 2008). Los individuos del grupo control fueron inyectados Uinicamente con 250 pL de
vehiculo, solucion salina. Todos los sujetos recibieron dos inyecciones, iniciando un dia después
de la extraccion de las plumas, las inyecciones estuvieron separadas por 5 dias.

Después de cada inyeccion se registro la temperatura de los individuos cada 2 horas por un
periodo de 12 horas, con el objetivo de evaluar la respuesta febril producida por el LPS (Johnson
y cols. 1993, Maloney y Gray 1998, Liu y cols. 2014). Después de la primera inyeccion, se registrd
la temperatura corporal superficial usando una camara termografica infrarroja (Fukle TiR110
Termal Imager). Después de la segunda inyeccion, se registrd la temperatura corporal interna, via
cloacal, usando un terméometro digital de contacto (Fluke 52- I, 60HZ).

Se tomaron muestras de sangre de 200 uL mediante puncion de la vena braquial del ala
izquierda con agujas de 25G y tubos capilares heparinizados (Uhart y Zaccagnini 1999). Este
procedimiento se realizo 24 horas después de la segunda inyeccion. El dia antes de la extraccion
de las plumas y a partir del dia 2 después de esta, se tomaron diariamente fotografias ventrales a

cada individuo para documentar la tasa de crecimiento de las plumas (Fig. Al).
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Figura Al. Crecimiento de la pluma. El panel a muestra el plumaje del pecho antes de remover las plumas
para dar inicio al experimento. Los paneles b — o presentan fotografias tomadas de forma diaria para
documentar el crecimiento de la pluma iniciando dos dias después del procedimiento de extraccion de las
plumas.
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Medicion de glutation.
La proporcion de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) en eritrocitos se analizé utilizando
un kit comercial (Sigma 38185), siguiendo las instrucciones del fabricante (para mas detalles ver

seccion de métodos en el texto principal).

Analisis estadistico

Estudios previos han reportado que la administracion intraperitoneal de LPS produce un pico de
temperatura corporal se registra a las entre las 8 y 10 horas posteriores a cada inyeccién (Boever y
cols. 2008), por lo cual, se analiz6 la diferencia de la temperatura corporal de los sujetos
experimentales y controles a las 8 y 10 horas después de cada inyeccion usando dos andlisis de
varianza (ANOV As) independientes para cada hora de medicion. De forma similar, las diferencias
en concentracion de GSH y GSSG en eritrocitos en los sujetos controles y experimentales, fue
evaluada en las muestras sanguineas tomadas antes y 24 horas después de la segunda inyeccion,

usando ANOVAs independientes para cada punto de muestreo.

Resultados
Temperatura. Se observo una temperatura corporal mas alta en los individuos inyectados con LPS
que en los controles 8 horas después de la primera (F1,6=9.256, P =0.023) y la segunda dosis (F'16
=7.084 P = 0.038). No se observaron diferencias significativas en la temperatura entre grupos a
las 10 h tras la primera o la segunda inyeccion (P = 0.0191 y P = 0.225, respectivamente) (Fig.
A2).
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Figura A2. Variacion en la temperatura corporal después de recicibir una inyeccion de Img/kg LPS o
solucion salina durante las primeras 10 horas pos-inyeccion.
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Crecimiento de las plumas del pecho.
No se encontrd un efecto de la inyeccion de LPS sobre la tasa de crecimiento de la pluma (F1,67=
0.129, P = 0.721). La pluma creci6é en promedio 2 mm al dia apartir del dia 5 posterior a la

extraccion, independientemente del tratamiento experimental (Fig. A3)

Plumas pecho

18 ®LPS @ Control

ongitud /mm

Figura A3. Crecimiento de pluma (mm) posterior a la extraccion. Los puntos rojos corresponden a los
sujetos inyectados con LPS, mientras que, los puntos verdes corresponden a los sujetos inyectados con
solucion salina.

Glutatién. No se encontr6 efecto de la inyeccion de LPS sobre los niveles de GSSG (F1,14=

0.148, P=0.706) y GSH (F1,14=1.356, P=0.264; Fig. A4).
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Figura A4. Cambio de los niveles de GSSG y GSH 24 horas después de la segunda inyeccion de LPS.
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Discusion

Los objetivos del estudio fueron: 1) determinar la tasa de crecimiento de las plumas con el fin de
estimar el momento 6ptimo de aplicacion de los tratamientos para alterar el estado oxidante de los
individuos y 2) verificar la ventana temporal del efecto del reto inmunitario sobre la temperatura
corporal y los niveles de glutation en células rojas. Con respecto al primer objetivo, se encontrd
que 5 dias después de la extraccion de plumas, empieza a observase el desarrollo del calamo,
posteriormente la pluma crece en promedio 2mm por dia y a los 17 dias estd completamente
formada. Adicionalmente, se observd que el calamo empieza a presentar color rojizo al dia 8
posterior a la extraccion.

Sobre el segundo objetivo, se encontrd que la inyeccion de LPS, en las dosis administradas,
no afectd los niveles de GSSG y GSH. En un estudio realizado con pollos encontraron una
disminucioén en los niveles de GSH después de una inyeccion de LPS, acompafiada de un aumento
los niveles de lipoperoxidacion (biomarcador de oxidacion en lipidos) (Han y cols. 2020). En
conclusion, el momento adecuado para realizar la inyeccion es el dia 6, debido a que a partir del
dia 5 después de la extraccion de las plumas se observa el crecimiento del calamo. Sin embargo,
se necesita identificar por medio de microscopia el momento en el que empieza a aparecer
coloracion en las plumas en crecimiento. La administracion de LPS tiene un efecto sobre la
temperatura corporal 8 horas después de la inyeccion, mientras que, su efecto sobre los niveles de
glutation no es claro. Es recomendable evaluar el uso de un agente oxidante directo para inducir

estrés oxidante e incrementar la periodicidad de la inyeccion.

Estudio Piloto 2: Inyeccion de Paraquat

Se realizé un segundo estudio piloto con tres objetivos: 1) evaluar el efecto de la inyeccion de
Paraquat sobre los niveles de glutation, 2) verificar la dosis requerida para generar un efecto sobre
la condicion del organismo sin llegar a la letalidad y, 3) identificar el momento de aparicion de
coloracion en la pluma en crecimiento. Se trabajo con 4 individuos macho de 13 semanas de edad,
con un peso promedio de 201+2.84 gr.

Para cumplir con los primeros dos objetivos todos los individuos fueron expuestos a la
aplicaciéon 5 inyecciones intraperitoneales de (Paraquat, 1,10-dimetil-4,40 Dicloruro de

bipiridinio). Las inyecciones consistieron en una dosis de 10 mg/kg de masa corporal, diluida en
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solucion salina con un volumen final de 250 pL, ya que, en estudios previos con esta misma
especie, esta dosis ha mostrado inducir estrés oxidante (Galvani 2000). Las inyecciones fueron
aplicadas dia de por medio (para mantener el reto oxidante), iniciando un dia después de la
extraccion de las plumas. Para analizar el efecto del Paraquat sobre los niveles de glutation, se
tomaron muestras de sangre de 200 pL mediante puncion de la vena braquial del ala izquierda antes
de la primera inyeccion y 1 h después de la quinta inyeccion.

Para alcanzar el tercer objetivo, se retiraron las plumas del pecho, en un drea de 2 X 3 cm
(ancho x largo) y se extrajeron calamos en crecimiento los dias 7, 8, 9 y 10 para ser observados
mediante un microscopio optico, (ZEISS, Axioskop 2 plus) con el fin de identificar la aparicion de
coloracion en las barbas en formacion. A todos los individuos se les proporcion6 agua ad libitum

y 30 gramos de alimento cada 24 horas.

Analisis estadisticos
Se utilizo una ANOVA evaluar el efecto del tratamiento sobre los niveles de glutation (GSSG y

GSH).

Resultados
Niveles de glutation. No se identifico un efecto de la aplicacion de las 5 inyecciones de Paraquat
sobre los niveles de glutation GSSG (F = 13.623, P = 0.706) y GSH (F = 12.02, P = 0.266). Se
inicié con una dosis de Paraquat de 1.2 mg/kg que no produjo ninglin efecto a corto plazo de
aletargamiento en las codornices (observaciones personales), ante lo cual se modifico la dosis a 20
mg/kg, produciendo la muerte de 1 de los 4 sujetos involucrados en el estudio, por lo cual se hizo
una tercera modificacion de la dosis, llegando a 10 mg/kg como dosis final, que no produjo nuevas

muertes, pero gener6 disminucion en los niveles de actividad (observaciones personales).
Coloracion en la pluma en crecimiento. Aunque las barbas de la pluma en crecimiento empiezan

a mostrar coloracion desde el dia 8 después de la extraccion, esta coloracion se hace completamente

evidente el dia 9 (Fig. AS).
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Discusion
Este segundo estudio piloto se realiz6 con tres objetivos: 1) evaluar el efecto de la inyeccion de
Paraquat sobre los niveles de glutation, 2) verificar la dosis requerida para generar un efecto sobre
la condicién del organismo sin llegar a la letalidad y 3) identificar el momento de aparicion de
coloracion en la pluma en crecimiento. Se encontrd que la dosis de Paraquat requerida para no
generar mortalidad es de 10 mg/kg. Las plumas de las codornices tardan en volver a crecer
completamente 17 dias y la adquisicion de pigmentos melénicos, en las barbas, dentro del calamo
es evidente a partir del dia 8 después de la extraccion. En conclusion, el momento adecuado para
iniciar el tratamiento experimental con el objetivo de afectar los niveles de estrés oxidante durante

la produccién de color en el plumaje en crecimiento, es el dia 8 después de la extraccion.

Figura AS. Fotografias de la pigmentacion de las barbas al interior del calamo durante el crecimiento de las
nuevas plumas, entre los dias 7-10 después de la extraccion.
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