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El efecto anorexigeno de la grelina intra-mesopallium esta
relacionado con niveles elevados de corticosterona
plasmatica en pollos parrilleros durante la primera
semana de vida

The anorexigenic effect of intra-mesopallium ghrelin is related to high plasma
corticosterone levels in broiler chicks during the first week of life

Maria S. Gaston'?*4, Mariana P. Cid'?, Nancy A. Salvatierra'*?

RESUMEN

La grelina es un péptido secretado principalmente en el estdbmago que actia sobre el
sistema nervioso central para regular el metabolismo energético y las respuestas al estrés.
En el pollo disminuye la ingesta de alimentos y se ha sugerido que la hormona liberadora
de corticotropina podria mediar esta respuesta. En el presente trabajo se estudia si la
anorexia inducida por grelina intra-mesopallium podria involucrar la activacion del eje
hipotalamico pituitario adrenal en pollos de 4-6 dias de edad. Los resultados demuestran
que la grelina, administrada en el mesopallium intermedio, disminuy¢ la ingesta de ali-
mentos y aumento los niveles plasmaticos de corticosterona. Ademas, se observo una
relacion negativa significativa entre ambas respuestas, donde mayores concentraciones
de corticosterona estuvieron asociadas a una menor ingesta de alimentos. Sin embargo,
no se observaron cambios significativos en los niveles plasmaticos de la hormona
adrenocorticotropa inducidos por la grelina intra-mesopallium. Por lo tanto, esta activa-
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cion suprarrenal podria desempefiar un papel mediador en el efecto anorexigénico de la
grelina central en pollos de engorde. Ademas, no puede descartarse que esta area del
prosencéfalo y el eje hipotalamico pituitario adrenal puedan constituir una red cerebral
para el control de la alimentacion de pollos parrilleros.

Palabras clave: grelina, ingesta de alimentos, corticosterona, cerebro anterior, pollos
domésticos

ABSTRACT

Ghrelin is peptide secreted primarily in the stomach that acts on the central nervous
system to regulate energy metabolism and responses to stress. In chicken, it decreases
feed intake, and it has been suggested that corticotropin-releasing hormone could mediate
this response. The present study investigates whether intra-mesopallium ghrelin-induced
anorexia could involve the activation of the hypothalamic pituitary adrenal axis in 4-6-
day-old chickens. The results showed that ghrelin, administered in the intermediate
mesopallium, decreased feed intake and increased plasma corticosterone levels. In addition,
a significant negative relationship was observed between both responses, where higher
concentrations of corticosterone were associated with lower food intake. However, no
significant changes were observed in plasma levels of ACTH induced by intra-mesopallium
ghrelin. Therefore, this adrenal activation could play a mediating role in the anorectic
effect of central ghrelin in broilers. Furthermore, it cannot be ruled out that this area of the
forebrain and the hypothalamic pituitary adrenal axis may constitute a brain network for

the control of chicken feeding.

Key words: ghrelin, feed intake, corticosterone, forebrain, broiler

INTRODUCCION

La grelina es un péptido acilado libera-
do principalmente en el estdbmago de los ma-
miferos y en el proventriculo del pollo (Kaiya
et al.,2008); ademas, es un ligando enddgeno
del receptor del secretagogo de la hormona
del crecimiento 1a (GHS-R1a) (Kojima et al.,
1999). Las células productoras de grelina y
la expresion de ARNm del secretagogo R1
de la hormona del crecimiento también han
sido detectadas en el cerebro (Kaiya et al.,
2008). La grelina actaa sobre el sistema ner-
vioso central (SNC) para regular varias fun-
ciones, incluida la actividad del metabolismo
y las respuestas al estrés y retencion de me-
moria (Carlini et al., 2004; Kaiya et al., 2008;
Spencer et al., 2015).

Diversos estudios demuestran que los
efectos de la grelina también podrian involu-
crar la activacion del eje hipotalamico pitui-
tario adrenal (HPA). En los mamiferos, la
grelina aumenta los niveles de hormona
adrenocorticotropica (ACTH) y glucocor-
ticoides mediante la activacion indirecta de
neuronas hipofisiotropicas de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) (Wren et
al., 2002; Cabral et al., 2012). Este efecto
parece estar relacionado con las respuestas
al estrés inducidas por el péptido, pero no con
la ingesta de alimentos inducida por grelina
(Cabral et al., 2016). En contraste con su
efecto estimulante sobre el apetito en los
mamiferos, la grelina disminuye la alimenta-
cion de los pollitos (Furuse et al., 2001; Gaston
etal.,2015,2017; Oclon y Pietras, 2011), pero
no a través de los sistemas GABA-A o NPY
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(Gastoén et al.,2015; Jonaidi et al., 2012; Saito
et al., 2005). Debido a que la astressina (un
antagonista del receptor de CRH) atenua el
aumento de los niveles plasmaticos de
corticosterona inducida por la administracion
de grelina intracerebroventricular (gcv) (Saito
et al., 2005), el sistema de CRH podria me-
diar la anorexia inducida por grelina en pollos
dentro de la primera semana de vida.

En los mamiferos, las redes que contro-
lan la alimentacién no solo incluyen el
hipotalamo, sino que también pueden estar
asociadas con circuitos extrahipotalamicos
relacionados con funciones cerebrales supe-
riores (Waterson y Horvath, 2015; Shojaei et
al.,2020). En las aves, el hipotalamo tiene un
papel central en la regulacion de la alimenta-
cion (Tachibana y Tsuitui, 2016), aunque hay
poca evidencia de que otras areas del cere-
bro o posibles circuitos estén involucradas
(Singletary et al., 2006). El mesopalio medio
e intermedio (MMI) se ha identificado como
un sitio cerebral de formacion de memoria
en pollos (Gibbs, 2008). En la actualidad, esta
area del prosencéfalo se considera homologa
alaneocorteza de los mamiferos, y constitu-
ye un importante centro de integracion que
relaciona el sistema sensorial y motor y reci-
be aferencias de varias regiones cerebrales
asociadas a los aspectos motivacionales de
la conducta (Bradley ef al., 1985; Jarvis et
al.,2005; Atoji y Karim, 2014). De hecho, la
memoria y la emocion juegan un papel im-
portante en el control de la ingesta de ali-
mentos, con evidencias que indican que una
red entre el prosencéfalo e hipotalamico es-
taria mediando la alimentacion (Petrovich,
2011; Sweeney y Yang, 2017). El presente
grupo de investigacion describio, por primera
vez, una disminucion de la ingesta de alimen-
to cuando se administra grelina en el area de
MMI (grelina intra-MMI) de pollos de 4-6
dias de edad (Gaston et al., 2015). Posterior-
mente, sugirieron que un circuito neural en-
tre el area del prosencéfalo y el eje HPA po-
dria mediar la respuesta al estrés inducida
por la grelina intra-MMI (Gastén et al., 2017).
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Debido que la grelina central afecta la
retencion de la memoria, asi como la ingesta
de alimentos en pollitos dentro de la primera
semana de vida (Carvajal et al., 2009; Gaston
et al.,2015) y el MMI constituye un posible
blanco del SNC para la accion de la grelina,
en el presente estudio se analiza si el efecto
anorexigeno de la grelina intra-MMI estara
involucrando la activacion del eje HPA a tra-
vés del estudio de los niveles plasmaticos de
dos hormonas (ACTH y corticosterona)
secretadas a distintos niveles de la activa-
cion del circuito del HPA. Asimismo, se ana-
liza larelacion entre la ingesta de alimentos y
los niveles plasmaticos de estas hormonas.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Pollos parrilleros (Cobb) (Gallus gallus
domesticus) de un dia de edad, de ambos
sexos (INDACOR, Cérdoba, Argentina) se
alojaron en una caja de cria de madera
(90x40x60 cm), iluminada cenitalmente con
una ldmpara incandescente dentro de una
habitacion con temperatura controlada (30-
32 °C) con ciclos de luz-oscuridad de 12-12
h. Los pollitos tuvieron libre disponibilidad de
agua y comida con reposicion diaria de ali-
mentos (Cargill, parrilleros BB, 20% de pro-
teina cruda minima y 12.34 MJ/kg), condi-
ciones que se mantuvieron hasta el inicio de
los experimentos.

Todos los procedimientos se realizaron
de acuerdo con la Guia del National Institute
of Health (NIH), EEUU, para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio y con el
Marco Etico de Referencia para las Investi-
gaciones Biomédicas en Animales de Labo-
ratorio, de Granja y Obtenidos de la Natura-
leza (CONICET Res. D N° 1047/2005), se-
gan lo aprobado por el Comité de Uso y Cui-
dado Animal (CICUAL) de la Facultad de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, Uni-
versidad Nacional de Cérdoba. El sufrimien-
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to de los animales y el nimero de animales
fueron minimizados y reducidos al maximo
por los investigadores.

Administracion del Péptido

La grelina (acil-grelina de rata, Innova-
gen) fue administrada como se reportd en
Gaston et al. (2015). Brevemente, el péptido
se disolvio en la solucion control compuesta
por solucion fisiologica 0.85% que contenia
el colorante Evans-Blue 0.1%. Se inyecto
bilateralmente en el MMI (intra-MMI) a una
dosis hipofagica de 30 pmol (Carvajal et al.,
2009; Gaston et al., 2015). Las inyecciones
intra-MMI se realizaron a 2-3 mm hacia la
izquierda y derecha de la linea media y a 3-4
mm desde la sutura entre el prosencéfalo y
el cerebelo en un volumen de 3 pl por hemis-
ferio, segun el método descrito por Davis et
al. (1979). La profundidad de inyeccion (2.5
mm) se controlé mediante un tubo de plasti-
co en la aguja de calibre 27 (Kuenzel y
Masson, 1988). Se utilizé un dispositivo de
acero para sujetar la cabeza del pollito, con
una placa acrilica con orificios bilaterales so-
bre la cabeza para adaptar la aguja. El estrés
que suftre el pollito por este método de inyec-
cion es minimo (Gaston et al., 2017).

Disefio Experimental

Los pollitos de 4-6 dias de edad con peso
aproximado de 100 g se alojaron la noche
previa en una caja individual sin acceso a ali-
mento y con agua ad libitum. En el dia de la
prueba, cada pollito se coloco en una caja 'y
se llevo a una habitacion separada donde se
le inyectd intra-MMI con una solucion salina
(n= 6, grupo control) o con 30 pmol de grelina
(n=6). Inmediatamente después, los pollitos
de ambos grupos experimentales fueron ex-
puestos a la prueba de ingesta de alimentos.
Otro grupo de pollitos (grupo intacto, n = 6)
fue capturado directamente de la caja de cria
(sin ser administrado con salina o grelina ni
expuesto a la prueba de ingesta) e inmedia-
tamente decapitado. Se recogio la sangre

troncal para determinar posteriormente los
niveles basales de ACTH y corticosterona.

Ingesta de Alimentos

Cada pollito se colocd en una caja con
comida y agua ad libitum. La ingesta de ali-
mentos se midié 30 min inmediatamente des-
pués de la inyeccion de grelina o de la solu-
cion salina. El alimento se peso antes y des-
pués de la prueba utilizando una balanza digital
(0.01 g). El alimento derramado fuera del
comedero fue incluido en los calculos finales
como parte del alimento no ingerido. Al tér-
mino de la prueba, todos los pollitos fueron
decapitados y se extrajo la sangre troncal.

A fin de verificar el sitio de inyeccion
correcto, los prosencéfalos fueron extraidos
y fijados en una solucion de formaldehido al
4%. Se realizaron cortes coronales usando
un micrétomo y se observaron en un micros-
copio optico. La marca del sitio de la inyec-
cion dejada por el colorante azul de Evans en
los cortes coronales sirvié como guia en la
verificacion. Los pollos que no fueron correc-
tamente inyectados fueron descartados del
analisis (Gaston et al., 2015).

Cuantificacion Hormonal

Las muestras de sangre se tomaron
entre las 09:00 y las 12:00 h para evitar la
variabilidad inespecifica relacionada con las
fluctuaciones diurnas en los niveles hormo-
nales circulantes. La sangre troncal se reco-
gi6 en tubos con 50 ml de EDTA. Las mues-
tras de sangre fueron centrifugadas a 1000 x
g durante 20 min a4 °C. El plasma resultante
se recolectd en tubos de 1.5 ml que fueron
almacenados a -20 °C. Las determinaciones
hormonales se realizaron segin Gaston et al.
(2017) y siguiendo las instrucciones de los
fabricantes con algunas modificaciones para
el ensayo de corticosterona (Washburn et al.,
2002). La concentracion plasmatica de
ACTH se midi6 a través de un inmunoensayo
quimioluminiscente secuencial de dos sitios
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(IMMULITE2000, Siemens), con el limite de
deteccion del ensayo de 5 pg/ml y coeficien-
tes de variacion intra- e inter-ensayo menor
al 10%. Las concentraciones plasmaticas de
corticosterona se determinaron mediante un
kit de radioinmunoensayo de corticosterona
(Corticosterone DoubleAntibody-'*1 RIA
Kit, MP Biomedicals), siendo el limite de de-
teccion del ensayo de 5 ng/ml. Los coeficien-
tes de variacion intra- e inter-ensayo fueron
menores al 10%. Este ensayo mostrd ser
apropiado para la medicion de la respuesta
adrenocortical en aves (Gaston et al., 2017,
Glucs et al., 2018; Washburn et al., 2002).
Todas las mediciones se realizaron por tripli-
cado (Gaston et al., 2017).

Analisis Estadisticos

Los datos de la ingesta de alimentos
mostraron una distribucion normal con
homocedasticidad y se analizaron estadisti-
camente mediante la prueba t de Student.
Estos datos se expresan como la media arit-
mética + DE. Los datos de ACTH y
corticosterona se transformaron logaritmi-
camente para alcanzar los supuestos de nor-
malidad y homocedasticidad, y posteriormen-
te se analizaron usando un analisis de varianza
(ANOVA) de una via. Cuando el ANOVA
indico efectos significativos, se llevo a cabo
un analisis a posteriori entre las medias in-
dividuales de Newman Keuls para comparar
los efectos de la grelina sobre los niveles de
hormonas plasmaticas. Los datos se expre-
saron como la media aritmética = DE y en
algunos casos, como la mediana y cuartiles.

Se utilizé una correlacion de Pearson
para examinar la relacion entre la ingesta de
alimentos y las concentraciones log-transfor-
madas de las hormonas. Cuando se observo
una fuerte correlacion entre estas dos varia-
bles, se llevd a cabo una regresion lineal utili-
zando la ingesta de alimentos como variable
dependiente y la concentraciéon hormonal
como variable independiente. Un valor de
p<0.05 fue considerado una diferencia signi-
ficativa.
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RESULTADOS

Los resultados corroboraron que 30
pmol de grelina intra-MMI inhibieron
significativamente la ingesta de alimentos 30
min después de su administracion (salina =
2.96 £ 1.28 g, grelina =140+ 0.89 g, t =
2.44, p<0.05). Se encontr6 un efecto signifi-
cativo de los tratamientos sobre las concen-
traciones plasmaticas de ACTH (ANOVA
F, ,=7.90; p<0.01). El analisis de Newman-
Keuls revel6 un aumento significativo en las
concentraciones plasmaticas de ACTH en los
grupos expuestos a la prueba de ingesta de
alimentos en comparacion con el grupo in-
tacto (intacto = 10.64 = 4.82 pg/ml, solucién
salina = 274.35 £+ 315.05 pg/ml, grelina =
138.66 £212.27 pg/ml, p<0.05). Sin embar-
g0, si bien se puede observar una ligera dis-
minucion de la concentracion de ACTH oca-
sionada por la administracion central de
grelina, la diferencia no fue significativa (Fi-
gura 1A).

Se encontro un efecto significativo de
los tratamientos sobre las concentraciones
plasmaticas de corticosterona (ANOVA F,
=23.79, p<0.0001). El analisis de Newman-
Keuls mostré6 un aumento significativo
(p<0.05) de los niveles plasmaticos de
corticosterona en los grupos expuestos a la
ingesta de alimento (salina = 27.02 = 16.71
ng/ml, grelina =78.46 + 51.80 ng/ml) compa-
rados con los no expuestos (intactos =5.92 +
1.38 ng/ml). Ademas, este analisis mostro un
aumento significativo en los niveles de
corticosterona entre los pollitos inyectados con
grelina intra-MMI en comparacion con los
inyectados con solucion salina (p<<0.05; Figu-
ra 1B).

Las concentraciones plasmaticas tota-
les de ACTH no se correlacionaron con la
ingesta total del alimento (r = 0.14, p=0.65,
datos no mostrados). Sin embargo, las con-
centraciones plasmaticas totales de
corticosterona evidenciaron una correlacion
con el consumo total de alimentos (r=-0.92,
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Figura 1. Efecto de la grelina intra-MMI (mesopalio medio ¢ intermedio) sobre las concentra-
ciones plasmaticas de ACTH (A) y corticosterona (B) durante una tarea de ingesta de
alimento de pollos de 4-6 dias de edad. El cuadro representa los cuartiles 25-75, la linea
horizontal dentro del cuadro representa la mediana y las barras indican los valores
minimo y maximo (n=6 por grupo). Letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05)
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Figura 2. Relacion negativa entre las concen-
traciones plasmaticas de corticosterona y la
ingesta total de alimentos 30 min posteriores
a la inyeccion intra-MMI de grelina (n=12).
Regresion lineal, y=(7.34+0.70) + (-3.27 +
0.43)x

p<0.0001). La regresion lineal mostrd una
relacion negativa significativa (R? = 0.85,
p<0.001) entre la ingesta de alimentos y los ni-
veles plasmaticos de corticosterona (Figura 2).

DiscusioN

Se demostré que la anorexia inducida
por 30 pmol de grelina intra-MMI estuvo re-
lacionado con la activacion adrenocortical a
los 30 min de la inyeccion. Ademas, se ob-
servo una correlacion negativa entre la ingesta
de alimentos y los niveles plasmaticos de
corticosterona.

Se observo un incremento significativo
en las concentraciones plasmaticas de ACTH
y corticosterona luego de la prueba de ingesta
de alimentos respecto de aquellos no expues-
tos al alimento (grupo intacto). Ya se habia
reportado que el método de inyeccion intra-
MMI no induce cambios significativos en los
niveles basales de ACTH o corticosterona
(Gaston et al., 2017); resultados similares
fueron publicados para el procedimiento de
administracion icv de grelina (Furuse ef al.,
1999). Por lo tanto, el aumento de las con-
centraciones de ambas hormonas por activa-
cion del eje HPA en aves, podria estar aso-
ciado al ayuno, al cual podria adicionarse el
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aislamiento y la neofobia inducidos por las
condiciones de prueba de ingesta de alimen-
tos (Jones y Merry, 1988; Salvatierra et al.,
2009; Lynn et al., 2010; Krause et al.,2017).

La neofobia, que fuera primariamente
descrito en mamiferos, es la inhibicion de la
alimentacion debido a una situacion novedosa
(novelty) que comprende la inhibicion ante
un alimento nuevo (neofobia alimentaria) y
también la situacion no familiar de la prueba
comportamental (neofobia del aparato)
(Stephens, 1973). La neofobia también ha
sido descrita en aves domésticas (Murphy,
1997). Por lo tanto, el contexto social, am-
biental y la prueba de ingesta de alimentos
per se pueden haber inducido cambios en la
reactividad emocional de los pollos, que se
evidencia en las diferencias significativas de
los niveles de la hormona pituitaria-suprarrenal
entre pollitos expuestos y no expuestos (gru-
po intacto) a la tarea de ingesta de alimentos.
Recientemente, Shojaei et al. (2020) expre-
saron que la regulacion de la ingesta de ali-
mentos es un proceso fisiologico complejo que
esta bajo el control de sefiales centrales y
ambientales.

La grelina intra-MMI indujo una dismi-
nucion significativa en la ingesta de alimen-
tosy, a la vez, un aumento significativo de las
concentraciones plasmaticas de corticos-
terona respecto al grupo inyectado con sali-
na, sin cambios significativos en los niveles
plasmaticos de ACTH. Ademas, los altos ni-
veles de corticosterona en plasma afectaron
negativamente la ingesta de alimentos en los
pollitos. Se conoce que el SNC juega un pa-
pel fundamental en la regulacion de la con-
ducta alimentaria en las aves, siendo el
hipotalamo el area central de control
(Tachibana y Tsutui, 2016; Wang et al.,
2019). En concordancia, se observo que la
administracion icv de la hormona liberadora
de la corticotropina aumento los niveles de
corticosterona plasmatica (Furuse et al.,
1997) e inhibi¢ la ingesta de alimento en po-
llos parrilleros y ponedoras adultas hasta 3 h
pos-inyeccion (Denbow et al., 1999).
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Por otro lado, Saito et al. (2005) demos-
traron que la anorexia inducida por grelina se
atentia mediante la administracion conjunta
de grelina y astressina (antagonista del re-
ceptor de CRH de tipo 2) en pollitas
ponedoras. Ademas, la administracion icv de
ACTH disminuye la ingesta de alimento en
los pollos, lo que se asocia con una activa-
cion hipotalamica y una disminucion en la
expresion del ARNm hipotalamico de varios
factores orexigénicos, como AgRP, orexina
y R-MC1 (Shipp et al., 2015). Las hormonas
adrenocorticales no solo estan relacionadas
con los efectos centrales anorexigénicos de
varios péptidos en pollos (Tachibana y Tsutsui,
2016), sino también con una disminucion del
paso de alimentos por el tracto digestivo su-
perior (Ogino et al., 2014, 2016; Tur et al.,
1989). Dado que la activacion suprarrenal
produce una retroalimentacion negativa so-
bre el hipotalamo y la glandula pituitaria, los
resultados del presente estudio sugieren que
la grelina puede desencadenar la activacion
del eje HPA, provocando un efecto
anorexigénico en los pollitos.

El MMI es un area de integracion sen-
sorial multimodal (equivalente a la corteza
aviar) que tiene un papel bien definido en el
procesamiento de la memoria en los pollos
(Csillag, 1999; Gibbs, 2008). Ademas, el MMI
podria ser un sitio importante de accion de la
grelina en respuesta a un estresor agudo con
una interaccion funcional compleja entre la
neurotransmision GABA-A y el eje HPA
(Gaston et al., 2015, 2017). Los circuitos
neuronales que controlan la alimentacion y
los comportamientos emocionales estan co-
nectados de manera intrincada y reciproca
(Sweeney y Yang, 2017) y la evidencia pre-
via ha indicado que los sistemas seroto-
ninérgico y 5'-adenosine monophosphate-
activated protein kinase (AMPK) pueden ser
parte de los mecanismos que modulan el efec-
to anorexigénico de la grelina en las aves
(Zhang et al., 2004; Xu et al., 2011; Lei y
Lixian, 2012; Zendehdel et al., 2013). Asi, se
propone que los circuitos neuroenddcrinos
entre el MM y el eje HPA podrian estar re-
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gulando tanto la accién ansiogénica de la
grelina (Gaston et al., 2017) como asi tam-
bién su efecto hipofagico que sugiere una
conectividad reciproca entre el control de la
alimentacion y las conductas emocionales
(Sweeney y Yang, 2017).

En conclusion, el eje HPA podria cons-
tituir la Gltima etapa del sistema que se inicia
en las vias anorexigénicas neuronales supe-
riores involucradas en la accion de la grelina
en pollos de pocos dias de nacidos. Sin em-
bargo, no se puede descartar que los meca-
nismos subyacentes implicados en la anorexia
inducida por la grelina y el comportamiento
de ansiedad puedan actuar, en algunos ca-
sos, a través de diferentes vias.
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