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Resumen

El estrés oxidativo es el desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes y puede ocurrir durante la
inflamacion y los ciclos de isquemia y reperfusion. Los antioxidantes reducen el riesgo de dafio
oxidativo. Los mamiferos marinos experimentan ciclos de isquemia tisular y reperfusion como
parte de la respuesta al buceo. Los procesos proinflamatorios se inician mediante el reclutamiento
de leucocitos para destruir patdgenos y tejidos dafiados. Nuestra hipotesis es que la mayor
defensa antioxidante reportada para los tejidos de los mamiferos marinos proporciona una
proteccion adicional en situaciones que producen estrés oxidativo, como inflamacion, en
comparacion con los tejidos de los mamiferos terrestres. En este trabajo se aislaron leucocitos de
tursiones, Tursiops truncatus gilli, y humanos, Homo sapiens, y se expusieron a lipopolisacaridos
(LPS), in vitro, para imitar un desafio proinflamatorio. Se cuantificaron los indicadores de estrés
oxidativo mediante espectrofotometria. Después de 48 h de exposicién a LPS (10 ug LPS mL™),
los leucocitos de T. truncatus gilli mostraron una produccion de radical superoxido (O;")
significativamente mayor, defensas antioxidantes generalmente mas altas y concentraciones de
carbonilos proteicos significativamente més bajas en comparacion con los leucocitos de H.
sapiens. Estos resultados sugieren que, en condiciones de cultivo celular, las defensas
antioxidantes de los leucocitos de T. truncatus gilli proporcionan una proteccion adicional contra
los retos proinflamatorios en comparacion con los leucocitos de H. sapiens. La mayor respuesta a
LPS en los leucocitos de T. truncatus gilli en comparacion con los leucocitos de H. sapiens es
probablemente una ventaja adaptativa resultante de un estilo de vida totalmente acuatico. En los
leucocitos de T. truncatus gilli, el sexo y el estadio de madurez aparentemente no influyeron en
los indicadores de estrés oxidativo tras una respuesta proinflamatoria.

Palabras clave: Defensa antioxidante, especies reactivas de oxigeno, estrés oxidativo, leucocito,
mamifero marino
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Summary

Oxidative stress is the disequilibrium between oxidants and antioxidants and can occur during
inflammation and cycles of ischemia and reperfusion. The risk of oxidative damage is reduced by
antioxidants. Marine mammals undergo cycles of tissue ischemia and reperfusion as part of the
dive response. Proinflammatory processes are initiated by the recruitment of leukocytes to
destroy pathogens and damaged tissues. Our hypothesis is that the increased antioxidant defense
reported for marine mammal tissues provides additional protection in situations that produce
oxidative stress, like inflammation, in comparison to the tissues of terrestrial mammals. In this
study, leukocytes from bottlenose dolphins, Tursiops truncatus gilli, and humans, Homo sapiens,
were isolated and exposed to lipopolysaccharides (LPS), in vitro, to imitate a proinflammatory
challenge. The indicators of oxidative stress were quantified by spectrophotometry. After 48 h
exposure to LPS (10 pg LPS mL™), leukocytes from T. truncatus gilli displayed significantly
higher superoxide radical (O,") production, generally higher antioxidant defenses, and
significantly lower protein carbonyl concentrations compared to leukocytes from H. sapiens.
These results suggest that, under cell culture conditions, the antioxidant defenses in leukocytes
from T. truncatus gilli provide additional protection against proinflammatory challenges in
comparison to leukocytes from humans. The increased response to LPS in the leukocytes of T.
truncatus gilli compared to H. sapiens is likely an adaptive advantage resulting from a fully
aquatic lifestyle. In the leukocytes of T. truncatus gilli, sex and stage of maturity apparently did
not influence the indicators of oxidative stress following a proinflammatory response.

Keywords: Antioxidant defense, leukocyte, marine mammal, oxidative stress, reactive oxygen
species
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Definiciones

e Agente toxico- Compuesto que tiene la capacidad de estimular reacciones adversas en un
organismo, lo que eventualmente conduce a modificaciones en la estructura y funcion celular
Yy, en casos mas graves, a la muerte del organismo (Arya et al., 2018)

e Agranulocitos- Leucocitos sin granulos en el citoplasma (monocitos y linfocitos)
(Chmielewski et al., 2016)

e Analisis probit- Prueba estadistica que se utiliza para demostrar la relacién entre la
concentracion de una toxina y la mortalidad de los organismos como resultado de la
exposicion a la toxina (Arya et al., 2018)

e Antioxidantes- Sustancias que tienen las funciones de prevenir la sintesis descontrolada de
especies reactivas, de bloguear la interaccion de éstas con otras moléculas o de catalizar su
transformacion a moléculas menos reactivas (Fridovich y Freeman, 1986; Wilhelm Filho et
al., 2002; Lesser, 2006; Halliwell 2007)

e Antioxidantes enzimaticos- Enzimas con funcion antioxidante que catalizan reacciones
especificas (Halliwell y Gutteridge, 1999)

e Antioxidantes no-enzimaticos- Moléculas con funcion antioxidante que no tienen actividad
enzimatica y, generalmente, no participan en reacciones especificas (Halliwell y Gutteridge,
1999)

e Apnea- Suspension de la respiracion

e Apoptosis- Proceso de muerte celular programada, no inflamatorio, involucrado en procesos
como el desarrollo, la morfogénesis y la regulacién inmune (Fiers et al., 1999, Kevin et al.,
2005)

e Bradicardia- Disminucion en la frecuencia cardiaca, por debajo de aquella registrada en
estado de reposo; en mamiferos, esta condicion ocurre durante la inmersién como parte de la
respuesta al buceo (Noren et al., 2004)

e Cariopicnosis- Proceso fisiolégico que produce condensaciéon y fragmentacion del nucleo
durante la apoptosis en leucocitos senescentes (Valenciano et al., 2013)

e Células polimorfonucleares- Células fagociticas que actian como la primera linea de
defensa durante procesos inflamatorios como resultado de la invasion bacteriana y parasitaria
(Colotta et al., 1992)

e Conteo diferencial- Medida de la cantidad absoluta de cada tipo de leucocito en una muestra
de sangre (Thrall et al., 2006)

e Conteo diferencial relativo- Cantidad de cada tipo de leucocito basado en el conteo
diferencial de 100 células dentro de una muestra (Arneth, 2016)

e Dafio oxidativo- Dafio a moléculas o tejidos causado por las especies reactivas (Halliwell,
2007)
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Especies reactivas de oxigeno- Agentes oxidantes derivados del oxigeno, que incluyen
moléculas radicales libres y no radicales (Sies y Cadenas, 1985; Halliwell y Gutteridge, 1990;
McCord, 1985)

Estrés oxidativo- Condicion generada por el desequilibrio entre las moléculas oxidantes y las
defensas antioxidantes a favor de las primeras de tal manera que se induce dafio oxidativo
(Sies y Cadenas, 1985; Repine et al., 1997; Birben et al., 2012)

Eupnea- Frecuencia respiratoria normal

Granulocitos- Tipo de leucocitos con granulos en el citoplasma (neutréfilos, eosinofilos,
basofilos) (Chmielewski et al., 2016)

Hipoxia- Disminucion de la disponibilidad de oxigeno en los tejidos (Nishi et al., 2008)

Inmunidad adaptativa- Inmunidad por células y procesos sistémicos altamente
especializados, caracteristica de vertebrados, que ayuda a proteger contra los patdgenos
mediante la memoria inmunoldgica y receptores de reconocimiento de antigeno
proporcionados por los linfocitos T y B diferenciados; también conocida como inmunidad
adquirida o especifica (Hoffmann et al., 1999; lwasaki y Medzhitov, 2010)

Inmunidad innata- Una forma de defensa no especifica encontrada en sistemas biolégicos
que actta como la primera linea de defensa contra los patdgenos; los componentes celulares
incluyen fagocitos que actlan para destruir patdgenos y tejidos lesionados y/o muertos,
generalmente por medio de especies reactivas (Keogh et al., 2011)

Intervalo de confianza fiducial- En el andlisis probit, para un intervalo de confianza
fiducial, la probabilidad (%) de que el pardmetro de poblacién se encuentre dentro del
intervalo es (x) (Clopper y Pearson, 1934)

Isquemia- Restriccion o disminucion del flujo sanguineo (Zenteno-Savin et al., 2012,
Granger y Kvietys, 2015)

L C,s- Concentracion letal 25; concentracion de una toxina que induce la muerte del 25% de
la poblacidon expuesta a la sustancia

L Cso- Concentracion letal 50; concentracion de una toxina que induce la muerte del 50% de
la poblacion expuesta a la sustancia (Boyd, 2005)

Modelo probit de Finney- Modelo que permite la cuantificacion de la relacion entre la
intensidad de un estimulo (por ejemplo, la concentraciéon de una toxina) y la proporcion de
casos que presentan una cierta respuesta a dicho estimulo (porcentaje de mortalidad) (Arya et
al., 2018)

Necrosis- Tipo de muerte celular; carece de las caracteristicas de la autofagia y la apoptosis
(Golstein y Kroemer, 2006)

Radicales libres- Especies reactivas, moléculas oxidantes, que poseen un electron no pareado
(Sies y Cadenas, 1985; Halliwell y Gutteridge, 1990; McCord, 1985)

Reperfusidon- Restauracion del flujo sanguineo después de un proceso de isquemia (Granger
y Kvietys, 2015)
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Respuesta al buceo- Proceso reflejo observado en animales, como los mamiferos cuando
bucean, que se caracteriza por la disminucion del ritmo cardiaco, vasoconstriccion periférica
e isquemia a la mayoria de los tejidos (Elsner et al., 1969; Ridgway, 1986)

Vasoconstriccién periférica- Disminucion de la perfusion sanguinea en el sistema vascular
periférico, que ocurre como parte de la respuesta al buceo como ayuda en la conservacion de
las reservas de oxigeno en la sangre, esenciales para el sistema nervioso central (Kooyman y
Ponganis, 1998; Allen y Vazquez-Medina, 2019)

Viabilidad celular- Expresién de la sobrevivencia de células posterior a la exposicion a una
toxina o farmaco, calculada como el porcentaje de células muertas con relacion al total de
celulas expuestas (Mitchell et al., 2002)



1. INTRODUCCION

En condiciones fisiologicas normales, la produccion de moléculas oxidantes y antioxidantes
ocurre en un estado de equilibrio (Halliwell y Gutteridge, 1999). Sin embargo, bajo situaciones
que inducen alteraciones metabdlicas, como el ejercicio, la inflamacion e infeccion y los ciclos de
hipoxia-reperfusion tisular, se favorece la produccion de moléculas oxidantes (Ishii et al., 2000).
El desequilibrio entre las moléculas oxidantes y las defensas antioxidantes produce estrés
oxidativo en organismos, bien sea por el aumento de la produccion de oxidantes, la disminucion
de los antioxidantes, o ambos (Sies y Cadenas, 1985; Repine et al., 1997; Birben et al., 2012). En
esta investigacion, analizamos los efectos de un reto proinflamatorio en los indicadores de estrés

oxidativo en mamiferos marinos y terrestres.

En sistemas bioldgicos, las moléculas oxidantes que han sido estudiadas mas ampliamente son las
especies reactivas de oxigeno (ERO) y las especies reactivas de nitrogeno (ERN) (Sies y
Cadenas, 1985; Halliwell y Gutteridge, 1990; Halliwell y Gutteridge, 1999). Las ERO se
sintetizan principalmente dentro de la membrana mitocondrial y el reticulo endoplasmico, pero
también se sintetizan en fagocitos durante reacciones inflamatorias a agentes toxicos (Repine et
al., 1997; Lesser, 2006). El radical superoxido (O,"), una de las principales ERO en sistemas
biolégicos, se produce en las mitocondrias, especificamente en la cadena de transporte de
electrones (ETC), y puede generarse a partir de la actividad de enzimas como nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa o xantina oxidasa (XO) (Repine et al., 1997;
Halliwell y Gutteridge, 1999; Birben et al., 2012) (Fig. 1).
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Figura 1. Produccion de las especies reactivas de oxigeno y la interaccion de estas moléculas con
las defensas antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas. O, oxigeno; O,", radical superoxido;
"OH, radical hidroxilo; H,0,, peréxido de hidrégeno; H,0, agua; NAPDH oxidasa, nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato oxidasa; HX, hipoxantina; XO, xantina oxidasa; SOD, superéxido
dismutasa; CAT catalasa; GPx, glutation peroxidasa; AA, amino acido; ADN, A&cido
desoxirribonucleico; ATP, trifosfato de adenosina; Fe*", hierro (11); X, funcion inhibitoria. Figura
modificada de Cocuzza et al. (2007) y Misra et al. (2009).

Maéas de 5,000 especies de mamiferos habitan en varios biomas, incluidos los ecosistemas
terrestres y marinos (Wilson y Reeder, 2005). A través del estudio del registro fosil, la evidencia
apoya la teoria de que los mamiferos marinos pasaron de los tetrdpodos terrestres a los estilos de
vida anfibios o totalmente acuéaticos de forma independiente en al menos siete linajes (Uhen,
2007). Los cetaceos (ballenas, delfines y marsopas) hicieron la transiciéon entre los tipos de
habitat a principios del Eoceno y han tenido mas de 50 millones de afios para adaptarse a un
estilo de vida totalmente acuatico (Houssaye et al., 2015). A diferencia de los mamiferos
marinos, los primates mantuvieron un estilo de vida terrestre a lo largo de su evolucion, y los
humanos modernos (Homo sapiens) aparecieron por primera vez en el registro fosil en el

Pleistoceno medio a tardio (hace méas de 400,000 afios) (Lovejoy et al., 2009; Stringer, 2016).

Cetaceos, como los delfines nariz de botella o tursiones (Tursiops truncatus), mantienen un estilo
de vida totalmente acuatico y entran frecuentemente en periodos de apnea para alimentarse,

migrar y aparearse. En comparacion con los humanos, los mamiferos marinos tienen 10 a 15
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veces mas mioglobina (aproximadamente, 25% de las reservas de O,) en musculo y mas del
doble la cantidad de hemoglobina (65-71% de las reservas de O,) circulante; se ha encontrado
que la concentracion de estas proteinas de unidn al oxigeno aumenta proporcionalmente con la
capacidad (tiempo y profundidad) de buceo de cada especie e individuo (Thorson y Le Boeuf,
1994; Kooyman y Ponganis, 1998; Ponganis et al., 2003). Con una mayor capacidad para
almacenar y utilizar oxigeno, asi como una mayor tolerancia a la hipoxia, los mamiferos marinos
pueden agotar casi por completo sus reservas de oxigeno en sangre mientras realizan inmersiones
repetitivas (Meir et al., 2009). El cese de la respiracion inicia la respuesta al buceo, caracterizada
por bradicardia, vasoconstriccion periférica y, en consecuencia, isquemia a la mayoria de los
tejidos; solo los tejidos sensibles a la hipoxia, como el sistema nervioso central, mantienen la
perfusion continua (Elsner et al., 1969; Ridgway, 1986). Durante un buceo, los alvéolos se
colapsan y, con la desviacién del flujo sanguineo pulmonar, el intercambio de gases entre los
pulmones y la sangre capilar es minimo (Kooyman y Ponganis, 1998; Ponganis, 2011). Cuando
los mamiferos marinos finalizan el buceo y de regreso en la superficie, con la eupnea, los
alvéolos se vuelven a expander, se revierten la bradicardia, vasoconstriccion periférica e

isquemia, y los tejidos se perfunden con sangre rica en oxigeno (Ponganis, 2011).

Durante los ciclos de isquemia/reperfusién que se presentan en mamiferos marinos con cada
buceo, se producen ERO, como O, y perdéxido de hidrégeno (H,0,) (McCord, 1985). Estas ERO
se producen durante la isquemia por el uso de las reservas de O, en los tejidos (Kevin et al.,
2005) y a través del catabolismo de adenosin trifosfato (ATP); en este proceso se producen ERO
a partir de la produccién de xantina (X) y acido Urico a partir de hipoxantina (HX) a través de la
accion catalitica de xantina oxidasa (XO) (Fig. 2). Durante la reperfusién, se producen ERO
cuando los electrones acumulados en la ETC reaccionan con O, (Granger y Kvietys, 2015). En
cada caso, la produccién intracelular de ERO parece estar correlacionada con las concentraciones

de O, y puede provocar dafio a los tejidos (Freeman y Crapo, 1981; Turrens et al., 1982).
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Figura 2. Mecanismos propuestos para la produccion del radical superéxido (O,") durante los
periodos de isquemia tisular. ATP, trifosfato de adenosina; AMP, monofosfato de adenosina; HX,
hipoxantina; O, oxigeno; XO, xantina oxidasa. Figura modificada de McCord, (1985).

Los estudios con T. truncatus sugieren que estos mamiferos suelen bucear, en promedio, menos
de cinco minutos y a profundidades de hasta 20 m, y que el nimero de buceos puede promediar
124 eventos por hora (Mate et al., 1995). Durante los ciclos de isquemia, los mamiferos que
bucean pueden experimentar hipoxia tisular que puede progresar con una mayor duracion del
buceo y el uso de las reservas de oxigeno (Elsner et al., 1998). Los humanos (Homo sapiens)
tienen la capacidad de presentar la respuesta al buceo, pero en menor medida en comparacién con
los mamiferos marinos (Wartzok, 2008). H. sapiens, de manera rutinaria, rara vez experimenta
fluctuaciones en la disponibilidad de oxigeno, excepto en periodos de ejercicio intenso cuando
aumenta el consumo de oxigeno en el musculo esquelético; en estos casos, el flujo de oxigeno de
la sangre a los masculos activos puede aumentar hasta 100 veces, resultando en una disminucion

del oxigeno en sangre (Davies, 2000).

En vertebrados, incluyendo mamiferos marinos y terrestres, la exposicion a patdgenos resulta en
procesos infecciosos o inflamatorios que también aumentan la produccion de ERO (lIshii et al.,
2000). Los lipopolisacaridos (LPS) son agentes toxicos que actian como un elemento estructural
principal en la membrana externa de las bacterias gram negativas, incluida Escherichia coli

(Miller et al., 2005; Shi et al., 2014). La endotoxina asociada con LPS, el lipido A, es una cadena
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de polisacarido reconocida como un factor importante de enfermedades en humanos y animales
(Ulevitch y Tobias, 1999). La respuesta inmune generalmente comienza dentro de las horas o
dias posteriores a la presencia del patdgeno, a través del reconocimiento de moléculas clave,
como LPS; LPS se ha relacionado a infecciones graves en H. sapiens y tiene el potencial de
inducir choque séptico, disfuncidn organica y muerte (Davis et al., 2008; Chuang et al., 2011).
Numerosos informes han asociado eventos de mortalidad masiva en mamiferos marinos con
varios patogenos (Geraci et al., 1982; Dietz et al., 1989; Fire et al., 2015); en algunas &reas, las
infecciones bacterianas, representan el 31% de la mortalidad registrada para T. truncatus (McFee
y Lipscomb, 2009).

Para determinar la letalidad de una toxina, como LPS, se puede calcular la concentracion de dicha
toxina que induce la muerte del 50% (LCso) de la poblacidn expuesta a la sustancia (Boyd, 2005).
La LCsp generalmente se determina grafica o estadisticamente siguiendo los resultados obtenidos
después de la exposicién a concentraciones variables de los toxicos deseados por 24, 48, 72 y/o
96 horas (Boyd, 2005). Alternativamente, la LCsy de una toxina se puede determinar
estadisticamente mediante el uso de un analisis probit, como el modelo probit de Finney (1952).
Se ha sugerido que la LCsy de una toxina es menor a mayor tiempo de exposicion, y que la
concentracion de un compuesto toxico puede disminuir con el tiempo, a través de su absorcion
y/o degradacion quimica/bioldgica (Boyd, 2005). La LCsy de un patégeno puede variar entre
especies, serotipo de patdgeno, con diferentes condiciones ambientales (como temperatura), e
incluso entre individuos de la misma especie, probablemente como resultado de diferencias en
edad, género y alimentacion (Caroff et al., 2002; Arya et al., 2018). Debido a los riesgos
asociados y las restricciones éticas, se han realizado pocos estudios para determinar la LCs, de
endotoxina utilizando humanos y otros grandes mamiferos (Copeland et al., 2005; Miyashita et
al., 2012).

Para mantener la homeostasis durante una infeccidn por patdgenos, todos los organismos, desde
bacterias hasta vertebrados y plantas, poseen inmunidad innata como mecanismo de defensa
(Keogh et al., 2011; Bikard y Marraffini, 2012). Los vertebrados y las bacterias poseen, ademas,
inmunidad adaptativa (lwasaki y Medzhitov, 2010; Miller et al., 2005; Bikard y Marraffini,
2012). La inmunidad innata de vertebrados involucra numerosos tipos de células, incluidas
fagociticas, como los macrofagos y los neutrofilos, y actla para proteger al huésped rapidamente

de la exposicion a un patégeno (Desforges et al., 2016). A través de vias de sefalizacion
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complejas, el sistema inmune innato reconoce patégenos, incluyendo los LPS, como agentes
toxicos, y tras la union de pequefias cantidades de LPS con el complejo de proteinas de union
lipopolisacaridos-cimulo de diferenciacion 14- receptor 4 tipo toll (LPS (LPB)-CD14-TLR4), se
produce una rapida respuesta proinflamatoria (Ulevitch y Tobias, 1999). Aunque las células
huésped de mamiferos tienen la capacidad de distinguir entre su propio acido desoxirribonucleico
(ADN) y el ADN de bacterias, una respuesta inmune solo puede iniciarse mediante la penetracion
celular, no simplemente a través de interacciones a nivel de la superficie celular (Stacey et al.,
1996). La activacién de leucocitos inducida por LPS, mediante cascadas de sefializacion corriente
abajo, resulta en la liberacion de mediadores proinflamatorios, como la NADPH oxidasa
resultando en una explosidn respiratoria, que aumenta la produccion de ERO en las mitocondrias
de células fagociticas, contribuyendo a la destruccién de patdgenos y tejidos dafiados por
procesos de fagocitosis (Fridovich y Freeman, 1986; Halliwell y Gutteridge, 1999; Nishi et al.,
2008). De esta manera, la fase proinflamatoria se puede resolver. Sin embargo, en casos mas
extremos, la produccion continua de ERO puede resultar en el reclutamiento de mas fagocitos, lo
que esencialmente provoca la activacion de la respuesta inflamatoria como parte de la inmunidad
adaptativa (Tan et al., 2016). Los mamiferos tienen un amplio espectro de sensibilidad a
diferentes endotoxinas y su capacidad para provocar infeccion y choque séptico; pero, en general,
se considera H. sapiens como el modelo mas sensible a los efectos de la endotoxina (Lehmann et
al., 1987; Wolff, 1973).

Durante los procesos de infeccién e inflamacién, asi como durante las alteraciones en el
metabolismo del O, como se observa durante la isquemia y la reperfusion, la exposicién a ERO
puede producir cambios en el equilibrio i6nico debido a dafios en la Na'/K*-ATPasa y puede
cesar la division celular, necrosis y apoptosis celular, asi como otros efectos perjudiciales
(Halliwell y Gutteridge, 1999; Halliwell, 2007). En mamiferos terrestres, incluyendo H. sapiens,
el aumento en la produccion de ERO resultante de procesos isquémicos, como infarto al
miocardio, induce dafio oxidativo que puede, incluso, amenazar la vida del individuo (Fridovich
y Freeman, 1986). Sin embargo, en casos menores, el dafio a tejidos a través de la peroxidacion
de lipidos puede afectar la funcidén de la membrana, alterar la permeabilidad y la fluidez de la
membrana, asi como hacer que las enzimas y los receptores unidos a la membrana se inactiven
(Repine et al., 1997). Las ERO, como el H,0,, en exceso pueden dafiar el sistema de transporte
de electrones mitocondrial, ADN, ADN mitocondrial (mt-ADN), enzimas y puede ingresar en

numerosas reacciones al abandonar el sitio de sintesis (Halliwell y Gutteridge, 1999; Lesser,
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2006; Abele et al., 2007). También, el H,O, puede causar la activacion o desactivacion de
procesos celulares, incluidos los ciclos celulares y la diferenciacion, la reparacion del ADN, la
remodelacion de la cromatina y los procesos de renovacion automatica (Tan et al., 2016). De
manera similar, la sobreproduccion de ERO puede conducir a dafios a proteinas, incluyendo
modificaciones de la cadena lateral de aminoacidos, la escision de los enlaces peptidicos y una
mayor susceptibilidad de las proteinas a la degradacion (Halliwell y Gutteridge, 1999); por
ejemplo, elevadas concentraciones de O,” y H,O,, generados a partir de la actividad de XO,
pueden llevar a la hemolisis de eritrocitos en hamsteres (Repine et al., 1997). La necrosis tisular
se considera la respuesta extrema a las ERO (Davies, 2000). La formacién del ‘OH, radical
altamente reactivo, resulta en una mayor probabilidad de necrosis tisular, oxidacion de los lipidos
de membrana y la desnaturalizacién de proteinas y acidos nucleicos a una velocidad controlada
por difusion (Fridovich y Freeman, 1986; Repine et al., 1997; Sies, 1997; Lesser, 2006; Regoli y
Giuliani, 2014).

Aumentos significativos en las concentraciones de ERO, sin un incremento proporcional en las
defensas antioxidantes, se han reportado como una caracteristica central en el envejecimiento y
enfermedades, como el cancer, trastornos neurologicos, asma, diabetes, hipertension, tabaquismo
y malnutricién, entre otros (Darr y Fridovich, 1995; Repine et al., 1997; Birben et al., 2012). En
sistemas bioldgicos, existe una serie de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que tienen las
funciones de prevenir la sintesis descontrolada de ERO, de bloguear la interaccion de éstas con
otras moléculas o de catalizar su transformacién a moléculas menos reactivas (Fridovich y
Freeman, 1986; Wilhelm Filho et al., 2002; Lesser, 2006; Halliwell 2007). Entre los
antioxidantes enzimaticos se encuentran superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutation S-transferasa (GST). En contraste con los
antioxidantes no enzimaticos, los antioxidantes enzimaticos participan en reacciones especificas
(Halliwell y Gutteridge, 1999). Las actividades de SOD, CAT, GPx, GR, y GST estan vinculadas
entre si, asi como con el metabolismo de glutation (Ketterer et al., 1983; Carlberg y Mannervik,
1985; Fridovich y Freeman, 1986; Halliwell y Gutteridge, 1990) (Fig. 3).



NADPH NADP”

Figura 3. Interacciones entre las especies reactivas de oxigeno (ERO) y las defensas
antioxidantes enzimaticas. O, oxigeno; e, electrén; O,", radical superéxido; SOD, superdxido
dismutasa; H,O,, perdxido de hidrdgeno; Fe™, hierro (I1); Fe*™, hierro (I11); HO", radical
hidroxilo; GPX, glutation peroxidasa; CAT catalasa; H,O, agua; GSH, glutation reducido; GSSG,
glutation disulfuro, glutation oxidado; GR, glutation reductasa; NAPDH, nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato; NADP®, nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidada. Figura
modificada de Garrel et al. (2010).

En tejidos de mamiferos marinos buceadores, en comparacion con los tejidos de mamiferos que
no bucean, se han reportado mayores niveles de las defensas antioxidantes y menores niveles de
los indicadores de dafio oxidativo (Hermes-Lima y Zenteno-Savin, 2002; Wilhelm Filho et al.,
2002; Cantu-Medellin et al., 2011; Vazquez-Medina et al., 2012). Ademas, existe evidencia que
sugiere que los niveles de antioxidantes en la sangre de mamiferos marinos varian con la
capacidad (tiempo y profundidad) de buceo en cada especie (Wilhelm Filho et al., 2002; Righetti
et al., 2014). En células de mamiferos marinos y terrestres, se han identificado dos isoformas
distintas de SOD; SOD dependiente de cobre y zinc (Cu, Zn-SOD) se encuentra en el citoplasma,
mientras que SOD dependiente en manganeso (Mn-SOD) se encuentra dentro de las mitocondrias
(Garrel et al., 2010). Ambas isoformas de SOD catalizan la dismutacién de O,” a H,0,
(Fridovich y Freeman, 1986). Después de la formacion de H,O,, CAT y GPx lo reducen en los
peroxisomas y en el citoplasma, respectivamente, a H,O (Fridovich y Freeman, 1986) (Figura 3).
Durante la conversion de H,O, a H,O por GPx, el glutation reducido (GSH) se convierte en
glutation disulfuro (glutation oxidado, GSSG) (Sies y Cadenas, 1985). GST cataliza la
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conjugacion inicial de GSH con xenobioticos en los procesos de detoxificacion celular (Ketterer
et al., 1983), mientras que GR cataliza la reduccion de GSSG a GSH, dependiente de NADPH,
para reciclar el GSH (Carlberg y Mannervik, 1985) (Fig. 3).

Entre los antioxidantes no enzimaticos, el GSH se considera uno de los mas importantes;
participa como cofactor de varias enzimas antioxidantes, juega un papel central en los procesos
de desintoxicacién y es, por si mismo, un antioxidante (Carlberg y Mannervik, 1985; Halliwell y
Gutteridge, 1999). Otros de los componentes no enzimaticos incluyen vitaminas A, C y E, acido
arico, carotenoides y bilirrubina (Halliwell y Gutteridge, 1999). Las concentraciones y
actividades de las moléculas antioxidantes estan influenciadas por el estilo de vida, la edad,
especie, historia evolutiva y dieta (Darr y Fridovich, 1995; Repine et al., 1997; Halliwell y
Gutteridge, 1999). Algunos antioxidantes no enzimaticos se sintetizan en el cuerpo (enddgenos),

mientras que otros deben incorporarse a partir de la dieta (exdgenos) (Drouin et al., 2011).

Usando T. truncatus gilli como modelo para mamiferos marinos y H. sapiens como modelo para
animales terrestres, este trabajo buscé determinar si existen diferencias en los indicadores de
estrés oxidativo en los leucocitos de mamiferos marinos y terrestres en respuesta a retos

proinflamatorios.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Concentracion y dosis letal de lipopolisacaridos en mamiferos

Ben-Shaul et al. (2001) calcularon la dosis letal media (LDsp) de LPS en ratas Wistar (Mus
musculus) macho de 23 meses de edad y entre 200 y 250 g de peso. ElI LPS de E. coli cepa
055:B5 se diluyé en solucién salina con una concentracién final de 20 mg mL™ y se inyect6 por
via intraperitoneal (IP; Ben-Shaul et al., 2001). La tasa de mortalidad observada a las
concentraciones de endotoxina de 0.7, 2.0, 10 y 20 mg kg™ se determiné como 0, 30, 50 y 80%,
respectivamente, 24 horas después de la exposicion a la endotoxina (Ben-Shaul et al., 2001). La
LDs se determiné a 10 mg LPS kg™ (Ben-Shaul et al., 2001).

Durante una investigacion dedicada a determinar los indicadores de estrés oxidativo en M.
musculus, Reddy et al. (2006) determinaron inadvertidamente la LD,s de LPS a partir de E. coli
0127:B8. Los ratones macho, con un peso de 250-300 g y 70-80 dias de edad, recibieron una
inyeccion IP de LPS a una dosis de 5 mg kg™ (Reddy et al., 2006). Durante las sesiones de
monitoreo, se observd un 25% de mortalidad entre las seis y las 24 horas posteriores a la
inyeccion de LPS (Reddy et al., 2006)

Melo et al. (2010) calcularon la dosis letal para el 80% (LDgp), asi como la dosis letal para el
100% (LD1qp) de ratones inmuno-deficientes Bagg Albino (tipo BALB/c; M. musculus) de seis
semanas de edad entre 20 y 25 g de peso. Los ratones se separaron en diferentes grupos de
tratamiento basados en la concentracion de LPS de E. coli cepa 026: B6 y se les administrd una
Unica inyeccion IP (Melo et al.,, 2010). La tasa de mortalidad se determind para cada
concentracion de LPS 8 horas después de la exposicion a la endotoxina (Melo et al., 2010). La
L Dgo Se determiné como 20 mg kg™, mientras que la LD1qo Se determiné como 40 mg kg™ (Melo
etal., 2010).

Chuang et al. (2011) estudiaron la viabilidad celular, el nivel de apoptosis y necrosis en células
de carcinoma epitelial de pulmén humano tipo 11 (células A549) en respuesta a la exposicion a
0.1, 0.5, 1 y 10 pg LPS mL™ durante 12, 24 y 48 horas. La viabilidad celular se midi6 usando
espectrofotometria; la apoptosis celular se midi6 aislando células detenidas en la etapa sub-G1 y

analizandolas por citometria de flujo; finalmente, la necrosis celular se midi6 usando un
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inmunoensayo fotométrico y se analizaron los productos colorimétricos (Chuang et al. 2011). No
se observaron diferencias en la viabilidad en las células A549 expuestas a 0.1 pg LPS mL™
durante 24 horas ni a 1 ug LPS mL™ durante 12 horas; sin embargo, cuando estas células se
expusieron a 1 y 10 pg LPS mL™ durante 24 horas, la viabilidad disminuyé en 49% y 74%,
respectivamente (Chuang et al. 2011). En un bioensayo independiente, despues de la exposicion a
1 pg LPS mL™ durante 24 y 48 horas, la viabilidad de las células A549 disminuy6 a 47% y 73%,
respectivamente (Chuang et al. 2011). No se observd evidencia de apoptosis posterior a la
exposicion a 0.1 pg LPS mL™ después de 24 horas ni después de la exposicién a 1 pg LPS mL™
durante 12 horas; sin embargo, después de la exposicién a 10 pg LPS mL™ por 24 horas, la
apoptosis aumentd en un 47% y 68%, respectivamente, y después del tratamiento con 1 pug LPS
mL™ durante 24 y 48 horas, el nivel de apoptosis en células A549 aumentd en un 53% y 72%,
respectivamente (Chuang et al. 2011). En las células expuestas a 0.5 y 1 pg LPS mL™ durante 24
horas no se observd evidencia de necrosis; sin embargo, en las células expuestas a 10 pg LPS

mL™ durante 24 horas se reporté induccién de necrosis celular del 15% (Chuang et al. 2011).

Miyashita et al. (2012) estudiaron la virulencia de E. coli enterohemorragica (EHEC) O157: H7
in vivo en cinco ratones Jcl: ICR hembras de cuatro semanas de edad. Previo a la inyeccion IP, la
cepa de E. coli se prepar6 mediante una dilucion y suspensién en serie en PBS con 5% de mucina
gastrica de cerdo (Miyashita et al., 2012). Se registro el nimero de individuos que sobrevivieron
18 horas después de la inyeccién y se calculd la LDsy en 1.0 x 10” unidades formadoras de
colonias (UFC) por individuo segun un analisis de regresion logistica (Miyashita et al., 2012).
Hasta donde sabemos, no existen estudios que determinen la LC o LD en mamiferos marinos
después de la exposicion a LPS.

2.2. Produccién de radical superoxido en mamiferos terrestres y marinos

Smith et al. (1994) estudiaron la produccion de radical superéxido (O,") en Homo sapiens, en
individuos sanos, no fumadores y en un rango de edad de 23 a 38 afios. Se colectaron macrofagos
alveolares mediante lavados pulmonares antes y después de la administracion intravenosa de 10
ng LPS mL™ aislado de E. coli 0113, a una dosis de 4 ng kg™ de peso corporal (Smith et al.,
1994). La produccién de O, no fue significativamente mayor en las muestras colectadas después
de la administracion de endotoxinas en comparacion con las muestras colectadas antes de la

administracion de endotoxinas (Smith et al., 1994). Ademas, no se reportaron diferencias
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significativas en la produccion de O,” por los macréfagos alveolares recolectados 1.5 h 'y 6 h

después de la administracion de la endotoxina (Smith et al., 1994).

Shiraishi et al. (2002) estudiaron el estallido respiratorio (integral de quimioluminiscencia x 10°
conteos minuto™; como indicador de la produccién de ERO) de neutréfilos aislados de H.
sapiens y T. truncatus tras la exposicion a diversas concentraciones de LPS de E. coli 026:
B6. El estallido respiratorio, después de 30 minutos de incubacion, fue aproximadamente 12.9,
20.4 y 9.0 veces mas fuerte en los neutréfilos de H. sapiens en comparacion con T. truncatus
cuando se expusieron a 50, 250 y 500 pg LPS mL™, respectivamente (Shiraishi et al.,
2002). En estas condiciones, en los neutréfilos de H. sapiens aumentd la induccion del
estallido respiratorio con cada concentracion sucesiva de LPS, mientras que en los neutrofilos
de T. truncatus disminuy6 la induccién del estallido respiratorio a 250 pg de LPS mL™ y
aumenté a 500 pg de LPS mL™ (Shiraishi et al., 2002). Los autores sugieren que los
neutrofilos de T. truncatus apenas pueden responder a estimulantes derivados de bacterias,
como el LPS (Shiraishi et al., 2002).

Zenteno-Savin et al. (2002) compararon los indicadores de estrés oxidativo en corazon, rifion y
musculo de focas anilladas (Phoca hispida) y de cerdos (Sus scrofa). Los resultados sugieren que
los tejidos de foca anillada tienen una mayor produccién de O," que los tejidos de cerdo bajo

condiciones que simulan ciclos de isquemia y reperfusion (Zenteno-Savin et al. 2002).

Cantu-Medellin et al. (2011) analizaron la produccion de ERO y las defensas antioxidantes en
corazén, rifion, higado, pulmon, cerebro y muasculo de en Tursiops truncatus, Kogia sima y en
Kogia breviceps. T. truncatus puede permanecer sumergido hasta ocho minutos y a
profundidades hasta 535 m (Ridgway, 1986); K. sima puede bucear hasta 43 minutos (Breese y
Tershy, 1993) a profundidades entre 525 y 3200 m (Baird, 2005); y K. breviceps puede
sumergirse a profundidades entre 600 y 1200 m y hasta 18 minutos en duracion (Scott et al.,
2001; West et al., 2009). En ambas especies de Kogia, la produccion de O, en todos los tejidos
fue mayor en comparacion con T. truncatus (Cantd-Medellin et al., 2011). Los autores sugieren
que estas diferencias estan relacionadas a la capacidad de buceo (corto/superficial vs
largo/profundo) de las especies estudiadas (Cantu-Medellin et al., 2011).
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2.3. Defensas antioxidantes en mamiferos terrestres y marinos

Ben-Shaul et al. (2001) analizaron la actividad de Mn-SOD en el precipitado de corazones
homogenizados, y las actividades de Cu-Zn-SOD, CAT y GPx en el sobrenadante de corazones
homogenizados de ratones Wistar (Rattus norvegicus domestica) 24 horas después de una
exposicion a 20 mg kg™ LPS de E. coli 055:B5 por medio de una inyeccién IP Gnica (Ben-Shaul
et al., 2001). En comparacion con los valores bajo condiciones control, la actividad de CAT, Mn-
SOD y Cu-Zn-SOD fue significativamente mayor (por 20%) en animales expuestos a LPS (Ben-
Shaul et al., 2001). En contraste, la actividad de GPx no mostré cambios significativos entre los
grupos (control vs. tratamiento con LPS) (Ben-Shaul et al., 2001).

Wilhelm Filho et al. (2002) analizaron los niveles de antioxidantes en sangre de cinco especies de
mamiferos buceadores incluyendo manaties (Trichechus manatus manatus), elefantes marinos
(Mirounga leonina), ballenas minke comudn (Balaenoptera acutorostrata), delfines rayados
(Stenella clymene) y delfines franciscanos (Pontoporia blainvillei), asi como cinco especies de
mamiferos terrestres incluyendo una especie de mono (Cebus apella), huron (Grison vittatus),
mapache (Procyon cancrivorous), 0so hormiguero (Tamandua tetradactyla) y venado
(Ozotocerus hesoarticus). Los resultados sugieren que los mamiferos buceadores tienen una
mayor capacidad antioxidante en comparacion con los mamiferos que no bucean v,

probablemente, que los mamiferos terrestres en general (Wilhelm Filho et al. 2002).

Reddy et al. (2006) cuantificaron las actividades de SOD, CAT, GPx, GR y GST en los testiculos
de M. musculus después de una inyeccion IP de 5 mg kg™ de LPS de E. coli 0127:B8 a 3, 6, 12,
24 y 72 horas después de la inyeccion. En comparacion con los controles, a las 6 y 12 horas
posteriores encontraron que la actividad de SOD disminuia por 49% y 40%, respectivamente; la
actividad de CAT disminuyé por 53% y 57%, respectivamente; y la actividad de GPx disminuy6
por 37% Yy 33%, respectivamente (Reddy et al., 2006). Ademas, 12 y 24 horas después del
tratamiento, la actividad de GR habia disminuido por 41% y 37%, respectivamente; y la actividad
de GST habia disminuido por 40% y 29%, respectivamente (Reddy et al., 2006). Se encontré que
los cambios en la actividad enzimatica eran insignificantes antes de las seis horas y después de 24
horas de tratamiento (Reddy et al., 2006). Los autores sugieren que las disminuciones observadas
en la actividad antioxidante pueden resultar de la inactivacién de enzimas y el agotamiento de
GSH debido a endotoxemia aguda (Reddy et al., 2006).



14

Pine et al. (2007) analizaron la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y CAT en células
epiteliales renales de T. truncatus (DKN;) y de S. scrofa (LLC-PKj). La actividad de CAT fue
1.5 veces menor Yy la actividad de GPx fue 10.5 veces menor en las células DKN; en comparacion
con las células LLC-PK; (Pine et al. 2007). Los autores sugieren que las diferencias entre los
tipos de células podrian estar asociados a la edad (recién nacido o inmaduro) de las especies
estudiadas, ya que se han reportado cambios en las defensas antioxidantes asociadas a la edad
(Pine et al. 2007).

Zhu et al. (2007) analizaron las diferencias en las actividades de GPx, GR y GST en los
cerebros en fetos de ratas Sprague-Dawley (R. norvegicus domestica), expuestas in utero a
LPS de E. coli 026: B6 e individuos que fueron expuestos a LPS postparto. Para la
exposicion in utero, se administré una inyeccién IP con 10,000 unidades kg™ de LPS a hembras
gravidas en el dia 10.5 embrionario y se les permitié dar a luz (Zhu et al., 2007). A un macho de
cada camada se le extrajo el cerebro a los cuatro o 17 meses de edad y se analizaron el cuerpo
estriado, el mesencéfalo, la corteza cerebral y el cerebelo (Zhu et al., 2007). Para la exposicion
postnatal, se administré una inyeccion supranigral de 10 pg de LPS por 4 uL de solucidn salina a
ratas (que no habian sido expuestas previamente a LPS) de cuatro meses de edad y se extrajo el
cerebro medio para su andlisis tres dias después del tratamiento (Zhu et al., 2007). En las ratas
sometidas a exposicion prenatal a LPS se observé mayor actividad de GPx, GST y GR en el
cerebro en comparacion con ratas que se inyectaron in utero con solucién de salina (Zhu et al.,
2007). En los animales expuestos a LPS después del parto se observd una respuesta similar a las
ratas que se inyectaron con LPS in utero en las actividades de GPx y GR en comparacion con
animales inyectados con solucion salina; no se observaron cambios significativos en la actividad
de GST (Zhu et al., 2007).

Hritcu et al. (2011) estudiaron los cambios en las actividades enzimaticas de SOD y GPx en el
cerebro de M. musculus sin exposicion a LPS y después de la exposicion a LPS. Los machos que
pesaban aproximadamente 200 + 50 g recibieron una inyeccion IP de LPS disuelto en solucion
salina a una dosis de 1 mL kg™ de peso corporal (Hritcu et al., 2011). Los resultados indicaron
que, en comparacion con los valores bajo condiciones control, las actividades de SOD y GPx
disminuyeron significativamente, de aproximadamente 0.15 y 0.24 unidades por miligramo de
proteinas respectivamente, en los ratones que recibieron el tratamiento con LPS (Hritcu et al.,
2011).
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Kanerva et al. (2012) estudiaron la actividad de SOD, CAT, GPx, GR y GST en muestras de
higado de P. hispida en areas con elevada contaminacion ambiental (el Mar Baltico) y con
niveles de contaminacion relativamente bajos (Svalbard, Noruega). Las actividades de SOD,
CAT y GST no diferian entre las poblaciones, y tampoco se observaron diferencias por edad o
sexo (Kanerva et al. 2012). En contraste, la actividad de GR y GPx fue significativamente mas
alta en focas muestreadas en el Mar Baltico (Kanerva et al. 2012). Los autores sugieren que las
actividades de GR y GPx incrementan con las concentraciones de contaminantes hepéticos,
aunque no se determiné ninguna otra relacion entre la contaminacion y los indicadores de estrés

oxidativo (Kanerva et al. 2012).

2.4. Dafo oxidativo en respuesta a lipopolisacaridos en mamiferos terrestres y marinos

Memon et al. (2000) administraron inyecciones IP a hdmsteres sirios (Mesocricetus auratus)
machos con 100 pg de LPS de la cepa 55:B5 por cada 100 g de peso corporal para iniciar una
infeccion sistémica aguda. Los niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS;
indicador de dafio oxidativo a lipidos) en suero aumentaron 62% después de 24 horas y 83%
después de 48 horas de la inyeccion con LPS (Memon et al. 2000). El estudio sugiere que el dafio
oxidativo a lipidos en suero depende de la dosis de LPS (Memon et al. 2000). Ademas, durante
los procesos infecciosos, hay una mayor peroxidacion de lipidos en las lipoproteinas de baja

densidad (LDLs), moléculas que son altamente susceptibles a la oxidacién (Memon et al. 2000).

Wilhelm Filho et al. (2002) analizaron las concentraciones de TBARS en la plasma de cinco
especies de mamiferos buceadores incluyendo manaties (T. manatus manatus), elefantes marinos
(M. leonina), ballenas minke comdn (B. acutorostrata), delfines rayados (S. clymene) y delfines
franciscanos (P. blainvillei), asi como cinco especies de mamiferos terrestres incluyendo una
especie de mono (C. apella), hurdn (G. vittatus), mapache (P. cancrivorous), 0so hormiguero (T.
tetradactyla) y venado (O. hesoarticus). Los resultados sugieren que los mamiferos buceadores
tienen menor dafio oxidativo en la plasma en comparacion con los mamiferos que no bucean
(Wilhelm Filho et al. 2002).

Zenteno-Savin et al. (2002) analizaron las concentraciones de TBARS en los tejidos de S. scrofa

y P. hispida. Encontraron que las concentraciones de TBARS fueron menores en P. hispida en
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comparacion con S. scrofa, probablemente debido a mayores niveles de antioxidantes en los

tejidos de focas (Zenteno-Savin et al. 2002).

Reddy et al. (2006) administraron inyecciones IP a M. musculus machos adulto con 5 mg kg™ de
LPS de E. coli O127:B8 para determinar las diferencias en las concentraciones de TBARS en los
testiculos durante las respuestas inflamatorias y no inflamatorias. Los ratones se sacrificaron a las
3, 6, 12, 24 y 72 horas después del tratamiento y los testiculos se homogenizaron para su analisis
(Reddy et al., 2006). Los resultados indicaron que la concentracion de TBARS fue
significativamente mayor entre 6 y 24 horas después de la inyeccion, en comparacion con las
concentraciones bajo condiciones control, y la concentracién méaxima se observo a las 12 horas

después de la inyeccién (Reddy et al., 2006).

Melo et al. (2010) calcularon la produccion de TBARS en M. musculus tolerantes e intolerantes a
LPS usando LPS aislado de E. coli 026: B6. Los animales recibieron 1.0 mL de solucion salina
por medio de una inyeccién subcutanea (SC) durante cinco dias o una inyeccién SC que contenia
0.5 0 1.0 mg kg™ de LPS (Melo et al., 2010). Después de dos dias posteriores a la inyeccién, los
individuos recibieron una inyeccién IP que contenia 20 o 40 mg kg™ de LPS, se recolectaron
muestras de sangre a 0, 2, 4, 6 y 8 horas después de la exposicion y se cuantificaron los niveles
de TBARS (Melo et al., 2010). Se observo que las concentraciones de TBARS aumentan con el
tiempo, aunque no hubo diferencias significativas en la concentracion entre los grupos tolerantes

e intolerantes, o la dosis de LPS administrada (Melo et al., 2010).

Cantu-Medellin et al. (2011) analizaron la concentracion de TBARS y carbonilos proteicos en
corazén, rifion, higado, pulmén, cerebro y musculo de T. truncatus, K. sima, y K. breviceps.
Encontraron concentraciones mayores de TBARS en los tejidos de T. truncatus en comparacion
con K. sima y K. breviceps, pero no encontraron diferencias significativas en la concentracion de

carbonilos proteicos en los tejidos entre especies (Canti-Medellin et al., 2011).

Después de la incubaciéon durante 1, 6 y 12 h, bajo condiciones control, no se encontraron
diferencias significativas en la concentracion de carbonilos proteicos de los musculos oblicuos
abdominales externos de H. sapiens y elefantes marinos del norte (Mirounga angustirostris),
probablemente en relacion con las defensas antioxidantes observadas entre especies (Del-Aguila-
Vargas et al., 2019).
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Hasta donde sabemos, no existen estudios que determinen el dafio oxidativo en mamiferos

marinos despueés de la exposicion a LPS.
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3. JUSTIFICACION

¢Existen diferencias en los indicadores de estrés oxidativo en los leucocitos de mamiferos

marinos y terrestres en respuesta a desafios proinflamatorios?

Los mamiferos marinos y los mamiferos terrestres estan sujetos a diversos desafios fisiologicos
en funcidn de su estilo de vida y habitat. Debido a que los mamiferos marinos han evolucionado a
partir de los mamiferos terrestres, un analisis comparativo de los indicadores de estrés oxidativo
entre grupos puede permitirnos comprender mejor los procesos de adaptacion que han tenido
lugar para que estos mamiferos prosperen en su entorno. A través del estudio de la respuesta
inmune (activa e innata) basada en la activacion de los leucocitos mediante las vias de
sefializacion, se puede obtener una mejor comprension de los mecanismos de defensa contra
patdgenos en mamiferos. Ello podria, eventualmente, llevar a tratamientos terapéuticos para
afecciones patoldgicas asociadas al dafio oxidativo. Ademas, hasta donde sabemos, este es el
primer estudio para determinar la LC,s de LPS en los leucocitos de mamiferos marinos y existen

pocos estudios que analicen los efectos de LPS en estos mamiferos.
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4. HIPOTESIS

Las mayores defensas antioxidantes proporcionan a los tejidos de mamiferos marinos una
proteccién adicional contra situaciones que propician estrés oxidativo, como la inflamacion, en
comparacion con los tejidos de mamiferos terrestres.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar si las mayores defensas antioxidantes de mamiferos marinos proporcionan a los
leucocitos una proteccion adicional contra situaciones que propician estrés oxidativo, como la

inflamacion, en comparacion con los leucocitos de mamiferos terrestres.

5.2 Objetivos particulares
1. Determinar la concentracion letal (LCys) de lipopolisacaridos (LPS) de E. coli en leucocitos de

Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli bajo condiciones de cultivo celular,

2. Analizar la produccion de radical superéxido en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops

truncatus gilli en respuesta a LPS bajo condiciones de cultivo celular,

3. Analizar las defensas antioxidantes en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli

en respuesta a LPS bajo condiciones de cultivo celular,

4. Analizar el dafio oxidativo en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en

respuesta a LPS bajo condiciones de cultivo celular.

5. Comparar los resultados entre tratamientos (control vs exposicion a LPS) y entre especies
(Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli).
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6. MATERIALES Y METODOS

A menos que se especifique lo contrario, todas las soluciones se prepararon utilizando productos
obtenidos de Sigma (St. Louis, MO, EE. UU.).

6.1. Colecta de muestras de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli

Se colectaron muestras de sangre (8-15 mL) de 19 delfines nariz de botella, también conocidos
como tursiones, del Pacifico de ambos sexos bajo el cuidado de Cabo Dolphins, Cabo San Lucas,
Baja California Sur, México. Los tursiones tenian entre 1 y 30 afios. Todas las muestras fueron
colectadas por los veterinarios del delfinario, siguiendo los protocolos desarrollados para
monitorear la salud de los tursiones. Todas las muestras fueron colectadas sin ningun tipo de
restriccion y después de un periodo de ayuno de 12 a 13 horas. La sangre se tomé de la vena
caudal usando una aguja de mariposa estéril 21G x % x 12” (BD Vacutainer Safety-Lok,
Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). Antes de la puncion venosa, la piel se limpié con alcohol (70%) y
yodo (5%). Las muestras se transfirieron a tubos de pléastico que contenian &cido
etilendiaminotetraacético dipotasico (EDTA- K;) como anticoagulante (BD Vacutainer, Franklin
Lakes, NJ, EE. UU); se colocaron en una hielera y se transportaron sobre hielo al Laboratorio de
Estrés Oxidativo de CIBNOR, donde se almacenaron durante la noche en refrigeracion a 4°C.

Con la aprobacién del Comité de Etica en Investigacion (CONBIOETICA-09-CEI- 009-
20160601; numero de registro 2018-785-010), se obtuvieron 29 muestras de sangre (20 mL) de
mujeres y hombres de entre 18 y 65 afios, quienes acudieron, en ayunas (entre 4 y 8 horas), como
donantes andnimos al banco de sangre; todas las muestras se colectaron por técnicos certificados
en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en La Paz, Baja California Sur, México. La

informacion de los donantes, incluidos el nombre, el sexo y la edad, se mantuvo en el anonimato.

Las muestras de sangre se tomaron del brazo de los donantes después de limpiar la zona con
alcohol al 70%. Los requisitos para ser susceptible a donacion incluyen que las personas deban
estar libres de enfermedades e infecciones; tener un peso mayor de 50 kilogramos; no haber
ingerido bebidas alcoholicas en las ultimas 72 horas; no haber tomado medicamentos en los
ultimos cinco dias; no haberse vacunado en los ultimos 30 dias; no haber sido operado en los

ultimos 6 meses; y no haberse practicado tatuajes o perforaciones (incluyendo tratamientos de
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endodoncia o acupuntura) en los ultimos 12 meses. Para este proyecto, se obtuvo sangre entera
residual; las muestras se mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta su transporte al Laboratorio de

Estrés Oxidativo de CIBNOR, donde se almacenaron durante la noche en refrigeracion a 4°C.

6.2. Aislamiento de leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli

Para aislar los leucocitos de cada muestra de ambas especies, se mezclo la sangre completa en
una proporcién de 1:1 con solucion salina equilibrada de Hank (HBSS; Gibco, Paisley, Reino
Unido) o solucion salina amortiguada con fosfato de Dulbecco (PBS; Gibco, Paisley, Reino
Unido), segun disponibilidad, en un tubo de centrifugacion Nest (Fisher Scientific, New
Hampshire, EE. UU.). Después de mezclar suavemente, la solucidon se pipete6 cuidadosamente a
un tubo que contenia Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Uppsala, SE) en una proporcion de
sangre a Ficoll de 1:2. Los tubos se centrifugaron (Legend RT, Sorvall, Kendro Laboratory
Products, DE) durante 25 minutos a 650 x g y 25°C. La capa de leucocitos resultante se aislo y se
coloco en un tubo de centrifugacion Nest, y se lavd con PBS o HBSS. Los contenidos se
mezclaron completamente y, posteriormente, se centrifugaron durante 10 minutos a 350 x g y a
25°C. Se descart6 el sobrenadante, y el paquete de leucocitos se enjuagdé por segunda vez con
PBS o HBSS bajo las condiciones descritas anteriormente. En las situaciones en las que el
paquete celular contenia una gran cantidad de eritrocitos, se hizo un tercer lavado con

PBS/HBSS; se tomaron todas las precauciones debidas para evitar la lisis de los leucocitos.

Posteriormente al Gltimo lavado, se retird el sobrenadante y al paquete de leucocitos se le agregd
medio de cultivo RPMI-1640 (SIGMA, St. Louis, MO, EE. UU.), que contenia
estreptomicina/penicilina al 1% (Gibco, Paisley, Reino Unido) y suero fetal bovino al 10%

(Gibco, Paisley, Reino Unido).

6.3. Viabilidad y concentracion letal en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli
en respuesta a lipopolisacaridos

El analisis de la viabilidad celular se realiz6 con base en los métodos de Colotta et al. (1992). Se
prepararon diluciones del paquete leucocitario en PBS o HBSS con el objetivo de contar menos
de 60 células por campo, para mejorar la precision del conteo. Se agregd colorante azul de
tripano (0.4%) filtrado (Gibco, Paisley, Reino Unido) para visualizar células muertas y las
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diluciones se dejaron sin perturbar durante cinco minutos. Se realizo el conteo de los leucocitos,
registrando el numero de células vivas y de células muertas en cada muestra por triplicado,
utilizando un hemocitémetro de linea brillante (Hausser Scientific, Horsham, PA, EE. UU.) y un
microscopio (Scope Al, Zeiss, Oberkochen, Alemania) con lente objetivo 10x/0.25 (N-
Achroplan, Zeiss, Oberkochen, Alemania). Se obtuvo el numero total de células en cada muestra

usando la siguiente formula.

Conteo celular total = conteo celular promedio x factor(es) de dilucion x 10 000 (1)

Después del conteo total inicial de células, se colocaron aproximadamente 2 x 10°® células (1 mL)
en un frasco de cultivo celular. Los leucocitos se expusieron, por duplicado, al medio de cultivo
celular como control (0 pg LPS mL™) o a LPS de Escherichia coli cepa 055:B5 (028M4138V,
SIGMA, St. Louis, MO, EE. UU.), preparado siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los leucocitos de humanos fueron expuestos a LPS en concentraciones de 0, 2, 3,5, 7 y 10 ug
LPS mL™ (n = 11). Los leucocitos de delfin se expusieron a0, 3, 5, 7y 10 ug LPS mL™ (n = 7).
Después de una mezcla suave, los frascos de cultivo celular se incubaron (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.) a 37°C con 5% de CO, durante 24 a 48 horas. Del resto de la mezcla
original de leucocitos (0 horas), se colocaron 100 pL de cada muestra en un tubo y se agregaron
900 puL de PBS. Con esta mezcla, se realizé un conteo diferencial de células utilizando un
citometro (Coulter LH 780, Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.), en los laboratorios del IMSS.

Después de 24 y 48 horas de incubacién, se retiraron 130 uL de cada frasco de cultivo celular y
se colocaron dentro de un tubo eppendorf. De esta solucion, se usaron 30 pL para crear
diluciones para conteos de células totales, en ambas especies, con el microscopio, y se mezclaron
100 pL con 900 uL de PBS para conteos mecanicos en el IMSS. Los conteos de células totales se
realizaron por triplicado utilizando las soluciones y el equipo antes mencionados. A partir del
promedio de estos conteos, se determiné el porcentaje (%) de mortalidad para cada individuo y
cada concentracion de LPS en H. sapiens y T. truncatus gilli. Para calcular la LCsq se grafico la
concentracion de LPS (abcisas) contra el porcentaje de mortalidad (ordenadas) y se utilizé un

analisis probit mediante la tabla interactiva de Finney (1952).
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6.4. Conteo diferencial de leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli

Inicialmente, se realizaron conteos diferenciales de leucocitos (control, O horas) en sangre
completa de Homo sapiens (n = 10) y Tursiops truncatus gilli (n = 12), con base en los métodos
de Zaias et al. (2017) y en leucocitos a las 24 y 48 horas posteriores al cultivo celular con LPS
(10 pg LPS mL™) o sin LPS. Para ello, de cada frasco de cultivo celular se tomé 1 mL y se
colocaron en tubos eppendorf (Neptune Scientific, San Diego, CA, EE. UU.) etiquetados, y se
centrifugaron (eppendorf, Heraeus, Kendro Laboratory Products, Sorvall, Reino Unido) durante 5
minutos a 360 x g a temperatura ambiente. Después de la centrifugacion, se eliminaron 900 pL de
sobrenadante; el precipitado de leucocitos se resuspendid mezclandolo suavemente con una
pipeta. Se tomaron 10 pL de cada tratamiento y se usaron para crear frotis individuales. Cada
portaobjetos se dejo secar sin perturbar entre 20 y 30 minutos. Una vez seca, cada muestra de
leucocitos se tifid con hemocolorante (HYCEL, Zapopan, Jal, México), siguiendo las
instrucciones del fabricante, y se dejo secar durante 20 a 30 minutos adicionales. Cada laminilla
se ley6 individualmente usando un lente de inmersion en aceite 100XA/1.25 (Nikon, Melville,
NY, EE. UU.), y un microscopio (Nikon Eclipse Ni, Melville, NY, EE. UU.). El conteo
diferencial de leucocitos se obtuvo leyendo el portaobjetos de lado a lado en un movimiento en
zig-zag, registrando el numero de cada tipo de leucocitos presente hasta que se contaron 100
células en total; se registré también el tamafio relativo (< 10 um o > 10 pm) de cada tipo de
célula y se obtuvieron registros fotograficos (Nikon Digital Sight DS-Fi2, Melville, NY, EE.

UU.), utilizando el software NIS-Elements AR (https://www.nikon.com/products/microscope-

solutions/support/download/software/imgsfw/nis-ar v43001dul64.htm).

6.5. Exposicion de leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli a lipopolisacaridos

El conteo celular total obtenido inicialmente (seccion 6.4), se us6 para determinar el volumen
necesario para tener aproximadamente 1 x 10 leucocitos en cada frasco de cultivo celular
(Corning, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE. UU.), con un volumen total de 1 mL. Los
frascos se asignaron aleatoriamente al tratamiento control sin LPS (medio de cultivo sin LPS) o
al tratamiento experimental (medio de cultivo con 10 pg LPS mL™). Cada frasco de cultivo
celular se mantuvo en una incubadora, a 37°C con 5% de CO, durante 24 horas 0 48 horas, en
duplicado. Al finalizar el tiempo de exposicion, se hizo el conteo total y diferencial de leucocitos,

como se explicd anteriormente (seccién 6.3 y 6.4), en una alicuota de cada frasco. El volumen


https://www.nikon.com/products/microscope-solutions/support/download/software/imgsfw/nis-ar_v43001du164.htm
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restante se centrifugd a 360 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se elimino el
sobrenadante y se afiadio 1 mL de PBS a cada paquete de células para obtener una solucién
homogénea. Se colocaron 800 pL de cada tratamiento en viales criogénicos (Corning
Incorporated, Corning, NY, EE. UU.), etiquetados apropiadamente y se mantuvieron en
congelacién (-80°C) hasta su analisis; el sobrenadante se almacené en alicuotas de 1.5 mL a -
20°C.

6.6. Produccion de radical superdxido en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus
gilli en respuesta a lipopolisacaridos

Usando los métodos de Markert et al. (1984) y Drossos et al. (1995) adaptados a microplaca
(placa de ensayo Costar, Corning Incorporated, Corning, NY, EE. UU.), la tasa de produccién de
O, se calcul6 utilizando un método colorimétrico indirecto y discontinuo, basado en la reduccién
del ferricitocromo ¢ en un intervalo de tiempo fijo. A cada muestra, se le agregdé amortiguador de
Krebs (cloruro de sodio (118 mM), cloruro de potasio (4.7 mM), sulfato de magnesio (12 mM),
fosfato de sodio monobasico (13.83 mM), carbonato de sodio (1.9 mM), glucosa (0.2%), agua
destilada) y se mezcld al vortex (VWR Scientific, Radnor, PA, EE. UU.). Se agrego citocromo C
(15 uM) a cada muestra y se mezclo con el vortex para iniciar la reaccion. Las muestras se
colocaron en un bafio de agua (Polyscience, Niles, IL, EE. UU.), a 37°C durante 15 minutos,
después de lo cual se retiraron, se colocaron en agua con hielo y se afiadié N-etilmaleimida (3
mM) para terminar la reaccion. Las muestras se mezclaron con el vortex y se centrifugaron a 4°C
durante 5 minutos a 500 x g. Después de centrifugar, se transfirieron 250 pL de cada muestra a
una microplaca y se leyd la absorbancia a 550 nm. Para cada muestra se prepar6 un blanco; para
ello, se descarto el sobrenadante restante de los tubos eppendorf centrifugados y se afiadio buffer
de Krebs, N-etilmaleimida y citocromo C al precipitado y se mezcl6 usando el vortex. Cada tubo
eppendorf se incubd y centrifugo en las condiciones descritas anteriormente y la absorbancia del
sobrenadante se ley6 a 550 nm. El cambio en la absorbancia a 550 nm se us6 para determinar la
produccion de O,". Los resultados se expresan en nanomoles de O, por miligramo de proteina

por minuto.
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6.7. Defensas antioxidantes en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en
respuesta a lipopolisacaridos

Previo al analisis para cuantificar los indicadores de estrés oxidativo (actividad de enzimas
antioxidantes, TBARS y carbonilos proteicos), a cada muestra se le agregd solucion para
homogenizar (50 mM) y PMSF (1 mM).

La actividad de superoxido dismutasa (SOD; E.C. 1.15.1.1) se determind siguiendo el método de
Suzuki (2000) adaptado a microplaca. EI O, producido a partir de la interaccion entre xantina y
xantina oxidasa, reacciona con nitroazul de tetrazolio (NBT) y se produce un compuesto reducido
Ilamado formazan. Se detectan cambios en la absorbancia cuando la SOD inhibe la produccion de
formazan. Cada muestra (10 pL) se transfirio a una microplaca y se mezclé con solucién de
trabajo (solucién amortiguadora de carbonato de sodio (50 mM), xantina (100 uM), NBT (0.25
mM), EDTA (1 mM) y XO (0.1 unidades)) usando una pipeta multicanal (Finnpipette, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.); se prepararon blancos reemplazando la muestra con
solucion de trabajo. La microplaca se colocd inmediatamente en el lector de microplacas, y se
registrd la absorbancia a 240 nm cada minuto durante cinco minutos. La actividad de SOD se
presenta en unidades (U) por miligramo de proteina. Una unidad de actividad de SOD se define

como la cantidad de SOD necesaria para inhibir el 50% de la reaccion entre O,” y NBT.

La actividad catalasa (CAT; E.C. 1.11.1.6) se determin0 siguiendo el método de Aebi (1984)
midiendo el decremento en la concentracion de H,0,. En cuvetas de cristal (VWR
Spectrophotometry Cell, Radnor, PA, EE. UU.), se mezclaron 10 pL de cada dilucion, por
triplicado, con 1.5 mL de solucién de trabajo (buffer de fosfato 0.1 M, H,O, 20 mM). La
absorbancia de cada muestra se leyé a 240 nm, usando un espectrofotometro (DU 800, Beckman
Coulter, Brea, CA, EE. UU.), cada 15 segundos durante 180 segundos. La actividad de CAT se
expresa como unidades por miligramo de proteina. Una unidad de actividad se define como la

cantidad de CAT necesaria para reducir 1 pmol de H,O, por minuto.

La actividad de glutation peroxidasa (GPx; E.C. 1.11.1.9) se determind segun el método,
adaptado para microplaca, de Flohé y Giinzler (1984). La reaccion esta basada en la disminucion
del NADPH al mantener constantes los niveles de GSH. Se mezclaron 10 pL de muestra,
amortiguador de fosfato de potasio (500 mM), EDTA (50 mM), azida de sodio (20 mM), GR (15
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U mL™), NADPH (1.5 mM), GSH (250 mM) y H,0, (10 mM H,0,) en pozos de una microplaca.
Se prepar6 un blanco sustituyendo la muestra por solucién amortiguadora. Se registro la
absorbancia a 340 nm cada minuto durante cinco minutos. La actividad de GPx se expresa en
unidades por miligramo de proteina. Una unidad de actividad se define como la cantidad de GPx
necesaria para causar la oxidacion de 1.0 umol de GSH para formar GSSG por minuto. La
actividad de glutation reductasa (GR; E.C. 1.8.1.7.) se determind mediante la oxidacién de
NADPH, lo que resulta en una disminucion de la absorbancia a 340 nm, utilizando el método
adaptado para microplaca de Goldberg y Spooner (1987). Se afiadieron 10 puL de muestra,
amortiguador de fosfato de potasio (500 mM), EDTA (50 mM), NADPH (2 mM) y GSSG (10
mM) a pozos de una microplaca. Se prepar6 un blanco sustituyendo la muestra por solucion
amortiguadora. El cambio en la absorbancia a 340 nm se registr6 cada minuto durante cinco
minutos. La actividad de GR se expresa en unidades por miligramo de proteina. Una unidad de
actividad se define como la cantidad de GR necesaria para reducir 1.0 pmol de GSSG a GSH por

minuto.

La actividad de glutatién S-transferasa (GST; E.C. 4.4.1.34.) se determinG en un lector de
microplaca a 340 nm en funcién de la concentracion de tioéter glutation dinitrobenceno, como
producto de la unién del GSH con 1-cloro 2, 4-dinitrobenceno (CDNB), con base en el método
descrito por Habig y Jakoby (1981). Se afiadieron 10 pL de muestra, solucién amortiguadora de
fosfato (0.1 M), GSH (10 mM), EDTA (60 mM) y CDNB (10 mM). El cambio en la absorbancia
a 340 nm registré cada minuto durante cinco minutos. La actividad de GST se expresa en
unidades por miligramo de proteina. Una unidad de actividad se define como la cantidad de GST
necesaria para catalizar la conjugacion de 1 umol de CDNB por minuto.

6.8. Dafio oxidativo en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en respuesta a
lipopolisacaridos

El dafio oxidativo a lipidos se midi6 cuantificando las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
(TBARS) utilizando los métodos modificados de Persky et al. (2000). Se prepararon diluciones
de 1, 1, 3, 3-tetraetoxipropano (TEP) para construir una curva estandar (0 a 5 nmol 50 mL™). Las
muestras se incubaron en un bafio de agua a 37°C durante 15 minutos. Después de la incubacion,
todos los tubos se colocaron en agua con hielo. Se agreg6 acido tricloroacético (TCA, acido

clorhidrico (1.0 mol L™)) al 20% vy &cido tiobarbitdrico (TBA) al 1% a cada tubo y se mezclaron
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en vortex. Se llevd a cabo una segunda incubacion durante 10 minutos en bafio de agua
(Precision, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) a 90°C; posteriormente, todos los tubos
se colocaron en agua con hielo, se secaron y se centrifugaron durante 15 minutos a 1500 x g a
4°C. Aproximadamente 200 pL de cada tubo se transfirieron a una microplaca y la absorbancia
se leyd una vez entre 532-535 nm. A partir de la curva estandar y usando la ecuacion para linea
recta y = mx + b (donde x = concentracion de TEP, y = absorbancia promedio), se determind la
concentracion de TBARS en cada muestra. Los resultados se expresan en nmoles de sustancias

reactivas al acido tiobarbitarico por miligramo de proteina.

El dafio oxidativo a proteinas se midio utilizando los métodos modificados de Levine et al.
(1990). A cada muestra se le afiadié 1 mL de acido sulfosalicilico al 5%, los tubos se mezclaron
usando un vortex y los contenidos se dividieron en cuatro partes iguales. Dos tubos se trataron
como "muestra”, mientras que los otros dos se trataron como "blancos”. Los tubos se
centrifugaron a 350 x g durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente, se tomaron 240 uL del
sobrenadante y a cada uno de los tubos “muestra” se agregd dinitrofenil hidrazina (DNPH; 10
mM), mientras que a los “blancos” se agregd acido hidroclérico (HCI; 2.5 M; Fermont,
Monterrey, SA, MX.). Los tubos se protegieron de la luz y se mezclaron con vortex por 5
segundos cada 15 minutos durante una hora. Una vez terminado el periodo, se agregd TCA al
20% a cada tubo, se incubaron en agua fria durante 10 minutos y se centrifugaron a 350 x g
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se eliminé el sobrenadante y la solucién restante se
lavd con etanol: acetato de etilo (1:1; J. T. Baker, Phillipsburg, N. J., EE. UU.). Los tubos se
centrifugaron utilizando las condiciones descritas anteriormente y se les afiadid clorato de
guanidina (6 M), se mezclaron con vortex y se incubaron en bafio de agua a 37°C durante 15
minutos. Finalmente, se centrifugaron una vez mas, se colocaron los sobrenadantes en pozos de
microplaca y se leyo la absorbancia de las muestras y los blancos a 340 y 405 nm. Se registré la
absorbancia méxima y se utilizé la diferencia entre promedios de cada muestra para calcular la
concentracion de carbonilos proteicos. La concentracion de carbonilos proteicos se expresa en

micromoles por miligramo de proteina.



29

6.9. Proteinas totales en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en respuesta a
lipopolisacaridos

Para estandarizar los resultados, se cuantifico la cantidad de proteinas solubles en cada muestra
con base en el método descrito por Bradford (1976) adaptado para microplaca y usando albumina
bovina como estandar. A partir de una solucién de albumina en agua destilada, se prepar6é una
curva estandar en diluciones de 0.005 a 0.2 mg mL™. Las muestras fueron diluidas 1:20 con
solucién de homogenizacion (amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.5, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA; 60 mM, Fermont, Monterrey, SA, MX.) (50 mM) y fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF; 1 mM); posteriormente, se diluyeron a 1:50 con agua destilada. Se
afiadieron 155 pL de agua destilada, 45 pL de colorante azul de Coomassie (Bio-Rad, Hercules,
CA, EE. UU.) y 25 pL de muestra o estandar a cada pozo de la microplaca. Se mezcl6 con vortex
y se dejd reaccionar durante 15 minutos, después de lo cual se ley6 la absorbancia a 590 nm
usando un lector de microplacas (Multiskan FC, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). A
partir de la curva estdndar y usando la ecuacion para linea recta y = mx + b (donde x =
concentracion de albumina, y = absorbancia promedio), se determind la concentracién de
proteinas solubles en cada muestra. La concentracion de proteinas totales se expresa en

microgramos por mililitro.

6.10. Andlisis estadistico

En los casos en los que los datos resultantes estaban fuera del rango de deteccion de la
metodologia respectiva, se aplicd un factor de correccion (Helsel, 1990). Para analizar la
normalidad y homogeneidad de la varianza en la base de datos, se aplicaron pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y de Levene, respectivamente (Zar, 1999; Garson, 2012). Para determinar
si habia diferencias significativas en los conteos diferenciales y los indicadores de estrés
oxidativo entre H. sapiens y T. truncatus gilli, asi como entre sexos y estadios de madurez en T.
truncatus gilli, se utiliz6 la prueba T para muestras independientes (Zar, 1999). En estas mismas
condiciones, para determinar si habia diferencias significativas en los conteos diferenciales y los
indicadores de estrés oxidativo en la misma especie, y para T. truncatus gilli en el mismo sexo o
estadio de madurez, se utilizé la prueba T para muestras dependientes (Zar, 1999). Cuando los
datos no se ajustaron a la distribucion normal o que tuvieron varianzas iguales, para determinar si
habia diferencias significativas en los conteos diferenciales y los indicadores de estrés oxidativo

entre H. sapiens y T. truncatus gilli, asi como entre sexos y estadios de madurez en T. truncatus
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gilli, se aplicdé la prueba no-paramétrica de Mann Whitney (Zar, 1999). En estas mismas
condiciones, para determinar si habia diferencias significativas en los conteos diferenciales y los
indicadores de estrés oxidativo en la misma especie, y para T. truncatus gilli en el mismo sexo o

estadio de madurez, se utilizo la prueba Wilcoxon de dos muestras relacionadas (Zar, 1999).

Todos los analisis se realizaron con el paquete IBM SPSS Statistics Viewer y la significancia
estadistica se establecid a p < 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. Viabilidad celular y concentracion letal en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops
truncatus gilli en respuesta a lipopolisacaridos

Se presentan los resultados de viabilidad celular para los leucocitos de humanos y tursiones
expuestos a diferentes concentraciones de LPS en la Tabla | y la Fig. 4. Con base en el analisis
gréfico de la mortalidad promedio de leucocitos (%), se determiné que la mortalidad mas alta en
H. sapiens ocurrié en 7 ug LPS mL™a 24 h y en 10 ug LPS mL™ a 48 h. Con base en el analisis
gréfico de la mortalidad promedio de leucocitos (%), se determiné que la mortalidad mas alta en

T. truncatus gilli ocurrié en 10 pg LPS mL™*a24 hy 3 ug LPSmL™" a 48 h.

—@®— Humanos 24 h
—@— Tursiones 24 h
35 Humanos 48 h

—@— Tursiones 48 h

Mortalidad (%)

0 2 4 6 8 10
Concentracién de LPS (ug LPS mL1)

Figura 4. Relacién entre la concentracién de lipopolisacaridos (LPS, pg LPS mL™) y la
mortalidad (%) de leucocitos en Homo sapiens (n = 11) y Tursiops truncatus gilli (n = 7) después
de 24 y 48 horas de incubacidn. Los datos se presentan como promedio * error estandar.

12
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Para los datos de H. sapiens, después del andlisis grafico, se determind que existia una ligera
relacion lineal entre la concentracion de LPS, y la viabilidad (mortalidad) de leucocitos a las 24 y
48 h. Usando los datos naturales de la concentracion de LPS, la LCs, se calcul6 en H. sapiens
como 47.18 pug LPS mL™ a las 24 horas y como 39.32 pg LPS mL™ a las 48 horas. En T.
truncatus gilli, de acuerdo con el andlisis grafico, la relacién entre la concentracion de LPS, y la
viabilidad (mortalidad) fue ligeramente lineal a las 24 h y no fue lineal a las 48 h de incubacion.
Usando los datos naturales de la concentracion de LPS, la LCsg se calcul6 en T. truncatus gilli
como 31.64 pg LPS mL™ a las 24 horas.

Para el calculo de la LCs, se transformaron los datos de viabilidad celular (expresada en % de
mortalidad) a logaritmo base 10 (Logio) de la concentracién de LPS. En los datos de H. sapiens,
de acuerdo con el andlisis grafico de los datos transformados, se evidencié una relacion lineal
después de 24 y 48 horas de exposicion. La LCsy en H. sapiens a las 24 horas se calcul6 como
4.5, que corresponde a 31,622 pg LPS mL™ y a las 48 horas, se calculé como 3.76,
correspondiente a 5,754 pg LPS mL™. No se pudo calcular la LCsy a las 48 horas con la
concentracion natural de LPS. No se pudo calcular la LCso a las 24 o 48 horas usando la
concentracion de LPS transformada a Logio en T. truncatus gilli porque no existia una relacion

lineal.
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Tabla I. Concentracion letal media (LCsp) de lipopolisacaridos (LPS) en Homo sapiens (n = 11) y Tursiops truncatus gilli (n = 7)
calculada con la ecuacion de la recta de mortalidad celular, la concentracion natural y la concentracion logaritmo base 10 (LOGyo
concentracion) de LPS.

Concentracion Letal

Especie Método |n1£2§%r?ih) Ecuacion de la Recta Valor R? Media (LCs) (ug LPS
mL™)
Concentracion Natural 24 y =0.866x + 9.1455 0.6738 47.18
Homo LOG;, Concentracién 24 y =9.3343x + 7.9398 0.7856 31622
sapiens Concentracion Natural 48 y = 0.8991x + 14.645 0.7721 39.32
LOGy, Concentracion 48 y =9.7426x + 13.365 0.9099 5754
Concentracion Natural 24 y =1.1897x + 12.352 0.6222 31.64
Tursiops LOG;, Concentracién 24 y =13.5x +10.2 0.5608 *NC
truncatus
illi Concentracion Natural 48 y =0.4103x + 23.468 0.2212 *NC
g
LOG;, Concentracion 48 y =5.5862x + 22.168 0.1675 *NC

* NC: No calculado
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Con base en las discrepancias en los valores estimados de LCsy en H. sapiens y la incapacidad
para estimar el LCso en T. truncatus gilli, se decidio calcular la LCys utilizando el andlisis probit
(Tabla 11). La LCys para T. truncatus gilli (n = 5) fue de 14.114 pg LPS mL™ a 48 horas,
mientras que la LCys para H. sapiens (n = 7) fue de 6.968 pug LPS mL™ a 48 horas. Entre estos
valores se calculé una concentracién promedio aproximada de 10 ug LPS mL™ de LPS, que se

utilizé en los bioensayos posteriores para ambas especies.
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Tabla I1. Valores estimados de las concentraciones de lipopolisacaridos (g LPS mL™) aislados de Escherichia coli, que causan la
mortalidad con porcentajes (%) variables de leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli, después de 48 horas de incubacion.

Concentracion

Concentracion Letal

Intervalo de Confianza Fiducial (95%)

Concentracion Letal

Intervalo de Confianza Fiducial

Letal 1 en Tursiops truncatus gilli 1 (95%) en Homo sapiens

% (u-g LPS mL™) en- | (Mg LPS mL- ) en

Mortalidad) Tursiops truncatus gilli Inferior Superior Homo sapiens Inferior Superior
20 8.140 1.400 47.315 4.501 1.104 18.341
21 9.140 1.572 53.130 4.935 1.211 20.110
22 10.231 1.760 59.469 5.397 1.324 21.993
23 11.418 1.964 66.372 5.888 1.445 23.997
24 12.710 2.187 73.881 6.412 1.573 26.129
25 14.114 2.428 82.041 6.968 1.710 28.397
26 15.638 2.690 90.902 7.559 1.855 30.806
27 17.292 2.975 100.517 8.188 2.009 33.367
28 19.086 3.284 110.944 8.855 2.173 36.088
29 21.031 3.618 122.246 9.565 2.347 38.979
30 23.137 3.980 134.489 10.318 2.532 42.048
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7.2. Conteo diferencial de leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en respuesta a
lipopolisacaridos

Los resultados de la identificacion y conteo de los diferentes tipos de leucocitos en muestras de H.
sapiens (n = 10) y T. truncatus gilli (n = 12) se presentan en la Tabla IA y la Fig. 5 En ausencia de
LPS a las cero horas, en las muestras de T. truncatus gilli se observaron mas eosinofilos en
comparacion con H. sapiens (1.6 veces, p = 0.01). En ausencia de LPS a las 48 h, se observaron mas
neutrofilos en T. truncatus gilli en comparacion con H. sapiens (38.7 veces, p = 0.028). En presencia de
LPS (10 pg LPS mL™), a las 24 h, se observaron més monocitos en H. sapiens en comparacion con T.
truncatus gilli (no se observaron monocitos; p = 0.046). En presencia de LPS a las 48 h, se observaron
mas eosindfilos en H. sapiens en comparacion con T. truncatus gilli (2.4 veces, p = 0.001). Debido a
que se observé que sélo un individuo de T. truncatus gilli tenia una célula compatible con la
morfologia correspondiente a basofilos, tanto en condiciones basales (a 0 h en ausencia de LPS) como
en todos los tratamientos, H. sapiens present6 significativamente mas baséfilos en comparacion con T.
truncatus gilli en ausencia de LPS en el tiempo 0 h (p = 0.02), 224 h (p = 0.002), a 48 h (p = 0.00) y en
presencia de LPS (10 ug LPS mL™) a24 h (p = 0.47) y 48 h (p = 0.019).

Los resultados de la identificacién y conteo intraespecifico de los diferentes tipos de leucocitos en
muestras de H. sapiens y T. truncatus gilli se presentan en la Tabla IA y la Fig. 5. Se observaron mas
neutr6filos en muestras de T. truncatus gilli expuestas a LPS (10 pg LPS mL™) en comparacién con
aquellas en ausencia de LPS (1.5 veces, p = 0.05). En muestras de H. sapiens en ausencia de LPS a las
24 h, se observaron menos neutrofilos y mas linfocitos en comparacion con las muestras en presencia
de LPS (3.2 veces, p = 0.007; 1.4 veces, p = 0.007, respectivamente). En muestras de H. sapiens en
ausencia de LPS a las 48 h, se observaron menos neutréfilos, mas linfocitos, menos eosindfilos y mas
baséfilos en comparacion con aquellas expuestas a LPS (61 veces, p = 0.007; 1.3 veces, p = 0.005; 1.8
veces, p =0.011; 2.0 veces, p = 0.039, respectivamente).

Los resultados de la identificacion y conteo de los diferentes tipos de leucocitos entre tiempos de
incubacion en muestras de H. sapiens y T. truncatus gilli se presentan en la Tabla IA y la Fig. 5. En
muestras de H. sapiens en ausencia de LPS a las 0 h, se observaron méas neutrofilos y menos linfocitos
en comparacion con las 24 h (4.8 veces, p = 0.005; 2.3 veces, p = 0.005, respectivamente). En muestras

de H. sapiens en presencia de LPS (10 ug LPS mL™) a las 24 h, se observaron menos neutr6filos, mas
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linfocitos y menos basofilos en comparacion con 0 h (ausencia de LPS) (1.5 veces, p = 0.036; 1.6
veces, p = 0.005; 3.5 veces, p = 0.044, respectivamente). En muestras de H. sapiens en ausencia de
LPS a las 48 h, se observaron menos neutrofilos, mas linfocitos y menos eosinéfilos en comparacién
con 0 h (ausencia de LPS) (174 veces, p = 0.005; 2.6 veces, p = 0.005; 1.0 veces, p = 0.008,
respectivamente). En muestras de H. sapiens en presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a las 48 h, se
observaron menos neutrofilos y méas linfocitos en comparacion con 0 h (ausencia de LPS) (2.8 veces, p
= 0.005; 2.0 veces, p = 0.005, respectivamente). En muestras de H. sapiens en ausencia de LPS a 24 h,
se observaron mas neutréfilos y menos linfocitos en comparacion con las 48 h (36.3 veces, p = 0.005;
1.1 veces, p = 0.008, respectivamente). En muestras de H. sapiens en presencia de LPS a 24 h, se
observaron més neutrdfilos y menos linfocitos en comparacion con las 48 h (1.9 veces, p = 0.005; 1.2

veces, p = 0.005, respectivamente).

En muestras de T. truncatus gilli en ausencia de LPS a las 24 h de incubacion, se observaron menos
neutréfilos, mas linfocitos y menos eosinoéfilos en comparacion con 0 h (ausencia de LPS) (2.9 veces, p
=0.002; 2.5 veces, p = 0.002; 6.0 veces, p = 0.002, respectivamente). En muestras de T. truncatus gilli
en presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a las 24 h, se observaron menos neutréfilos, mas linfocitos y
menos eosinofilos en comparacion con 0 h (ausencia de LPS) (2.4 veces, p = 0.002; 2.4 veces, p =
0.002; 2.0 veces, p = 0.002, respectivamente). En muestras de T. truncatus gilli en ausencia de LPS a
las 48 h de incubacion, se observaron menos neutrofilos, mas linfocitos y menos eosinéfilos en
comparacion con 0 h (ausencia de LPS) (4.6 veces, p = 0.002; 2.8 veces, p = 0.002; 4.1 veces, p =
0.002, respectivamente). En muestras de T. truncatus gilli en presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a las
48 h, se observaron menos neutrdfilos, mas linfocitos y menos eosindfilos en comparacion con 0 h

(ausencia de LPS) (3.1 veces, p = 0.002; 2.6 veces, p = 0.002; 4.5 veces, p = 0.002, respectivamente).

En muestras de T. truncatus gilli en ausencia de LPS a las 48 h, se observaron menos neutréfilos y mas
linfocitos en comparacion con las 24 h (1.6 veces, p = 0.01; 1.1 veces, p = 0.005, respectivamente). En
muestras de T. truncatus gilli en presencia de LPS a las 48 h, se observaron menos neutréfilos y mas

linfocitos en comparacién con las 24 h (1.3 veces, p = 0.032; 1.1 veces, p = 0.014, respectivamente).
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Figura 5. Conteo promedio de (A) neutréfilos, (B) linfocitos, (C) eosindfilos, (D) monocitos, y (E)
basofilos de Homo sapiens (n = 10) y Tursiops truncatus gilli (n = 12) en cultivo primario en ausencia
(0 pg LPS mL™) o presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de
incubacién. Los datos se presentan como promedio + error estandar. Diferencias significativas (p <
0.05) * entre especies, “ dentro de la misma especie y tiempo de incubacién con diferentes
concentraciones de lipopolisacaridos, ® dentro de la misma especie con tiempos de incubacion
diferentes que 0 horas, ° dentro de la misma especie y concentracién de LPS con tiempos de incubacién
diferentes que 24 horas.
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7.3. Produccion de radical superoxido en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en
respuesta a lipopolisacaridos

Los resultados de la produccién de O, en H. sapiens (n = 12) y T. truncatus gilli (n = 12) en respuesta
a la exposicion a LPS se muestran en la Tabla 1A y la Fig. 6. En ausencia de LPS a 24 h, se observé
mayor produccién de O,” en las muestras de H. sapiens en comparacion con las de T. truncatus gilli
(1.7 veces, p = 0.001). En presencia de LPS (10 pug LPS mL™) a 48 h, se observé mayor produccién de
O," en las muestras de T. truncatus gilli en comparacion con las de H. sapiens (1.9 veces, p = 0.004).
En las muestras de T. truncatus gilli en presencia de LPS a 48 h, se observé mayor produccion de O,
en comparacion con aquellas en ausencia de LPS (2.1 veces, p = 0.005). En ausencia de LPS a 48 h, se
observé mayor produccion de O," en las muestras de T. truncatus gilli en comparacion con las
muestras a 24 h (1.5 veces, p = 0.019). En presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48 h, se observé
mayor produccion de O, en las muestras de T. truncatus gilli en comparacion con la incubacion por 24
h (2.5 veces, p = 0.01).
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Figura 6. Produccién de radical superéxido (O,”, nanomoles miligramo™ de proteina minuto™) en los
leucocitos de Homo sapiens (n = 12) y Tursiops truncatus gilli (n = 12) en cultivo primario en ausencia
(0 ug LPS mL™) o presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de
incubacion. Los datos se presentan como promedio + error estandar. Diferencias significativas (p <
0.05) * entre especies, * dentro de la misma especie y tiempo de incubacién con diferentes
concentraciones de lipopolisacaridos, ® dentro de la misma especie y concentracion de lipopolisacaridos
en diferentes tiempos de incubacion.

7.4. Defensas antioxidantes en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en respuesta a
lipopolisacaridos

Los resultados de la actividad enzimética de SOD, CAT, GPx, GR y GST en H. sapiens (n =12) y T.
truncatus gilli (n = 12) en respuesta a la exposicién a LPS se muestran en la Tabla I11A y la Fig. 7. En
ausencia de LPS a 24 h, en H. sapiens se observé mayor actividad de SOD en comparacion con T.
truncatus gilli (2.4 veces, p = 0.002). En presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a las 24 h en las muestras
de H. sapiens, se observo mayor actividad de SOD en comparacion con T. truncatus gilli (2.3 veces, p
=0.015). A las 24 h en presencia de LPS, las muestras de T. truncatus gilli mostraron menor actividad
de SOD en comparacién con las muestras incubadas en ausencia de LPS (1.8 veces, p = 0.019). En

ausencia de LPS a 24 h en los leucocitos de H. sapiens, se observO mayor actividad de SOD en
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comparacion con aquellos incubados en presencia de LPS (10 ug LPS mL™) (1.9 veces, p = 0.008). En
ausencia de LPS a 24 h, se observo mayor actividad en las muestras de H. sapiens en comparacion con
48 h (2.1 veces p = 0.004).

En ausencia de LPS, las muestras de T. truncatus gilli mostraron mayor actividad de CAT a24 y 48 h
en comparacion con H. sapiens (7.6 veces, p = 0.038; 4.4 veces, p = 0.05, respectivamente). En
presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48 h, se observé mayor actividad de CAT en comparacién con H.
sapiens (7.9 veces, p = 0.001). En las muestras de T. truncatus gilli en presencia de LPS a 48 h, se
observé mayor actividad de CAT en comparacion con las muestras en ausencia de LPS y en
comparacion con la exposicion a 24 h (2.7 veces, p = 0.015; 5.9 veces, p = 0.006, respectivamente).

En presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a las 48 h, los leucocitos de T. truncatus gilli mostraron mayor
actividad de GPx en comparacién con las muestras de H. sapiens (2.0 veces, p = 0.0038), mientras que
los leucocitos de T. truncatus gilli mostraron mayor actividad a las 48 h en comparacion con 24 h (2.3

veces, p = 0.05).

En ausencia de LPS, se observo mayor actividad de GR en las muestras de T. truncatus gillia 24 y 48 h
en comparacion con H. sapiens (6.1 veces, p = 0.001; 7.2 veces, p = 0.00, respectivamente). En
presencia de LPS (10 pug LPS mL™) las muestras de T. truncatus gilli mostraron mayor actividad de GR
a 24 y 48 h en comparacion con las muestras de H. sapiens (12.9 veces, p = 0.00; 11.1 veces, p = 0.00,
respectivamente). En las muestras de T. truncatus gilli en presencia de LPS a 48 h, se observd mayor
actividad de GR en comparacion con las muestras en ausencia de LPS y mayor actividad de GR en
comparacion con la exposicion a 24 h (2.0 veces, p = 0.041; 2.0 veces, p = 0.034, respectivamente). En
ausencia de LPS a 24 h, se observd mayor actividad de GR en las muestras de H. sapiens en
comparacion con aquellas en presencia de LPS (10 pg LPS mL™) (2.9 veces, p = 0.028). En presencia
de LPS a 48 h, se observé mayor actividad de GR en las muestras de H. sapiens en comparacion con
aquellas expuestas por 24 h (2.3 veces, p = 0.01).

En ausencia de LPS, en leucocitos de T. truncatus gilli, se observd mayor actividad de GST a las 24 y
48 h en comparacion con H. sapiens (2.2 veces, p = 0.002; 1.9 veces, p = 0.007, respectivamente). En
presencia de LPS (10 pg LPS mL™), en leucocitos de T. truncatus gilli, se observé mayor actividad de
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GST a las 24 y 48 h en comparacion con H. sapiens (2.4 veces, p = 0.005; 3.3 veces, p = 0.00,
respectivamente). A las 48 h de incubacién, los leucocitos de T. truncatus gilli mostraron mayor
actividad de GST en presencia de LPS en comparacion con ausencia de LPS (1.9 veces, p = 0.012). En
las muestras de T. truncatus gilli en presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48 h, se observé mayor
actividad de GST en comparacion con la exposicion por 24 h y en comparacion con la exposicién en
ausencia de LPS (2.3 veces, p = 0.004; 1.9 veces, p = 0.012, respectivamente). En ausencia de LPS a 24
h, los leucocitos de H. sapiens mostraron mayor actividad de GST en comparacion con aquellos en
presencia de LPS, mientras que los leucocitos incubados durante 48 h en presencia de LPS mostraron
mayor actividad en comparacién con la exposicion a 24 h (1.4 veces, p = 0.034; 1.7 veces, p = 0.003,

respectivamente).
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Figura 7. Actividad de (A) superéxido dismutasa (SOD, unidades miligramo™ de proteina), (B)
catalasa (CAT, unidades miligramo™ de proteina), (C) glutatién peroxidasa (GPx, unidades miligramo™
de proteina), (D) glutatién reductasa (GR, unidades miligramo™ de proteina), y (E) glutation S-
transferasa (GST, unidades miligramo™ de proteina) en los leucocitos de Homo sapiens (n = 12) y
Tursiops truncatus gilli (n = 12) en cultivo primario en ausencia (0 ug LPS mL™) o presencia (10 pg
LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de incubacion. Los datos se presentan como
promedio + error estandar. Diferencias significativas (p < 0.05) * entre especies, * dentro de la misma
especie y tiempo de incubacion con diferentes concentraciones de lipopolisacaridos, * dentro de la
misma especie y concentracion de lipopolisacaridos en diferentes tiempos de incubacion.
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7.5. Dafo oxidativo en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en respuesta a
lipopolisacaridos

Los resultados de la concentracion de TBARS y carbonilos proteicos en H. sapiens (n = 12) y T.
truncatus gilli (n = 12) en respuesta a la exposicion a LPS se muestran en la Tabla IVA y la Fig. 8. En
las muestras de T. truncatus gilli en ausencia de LPS, se observo una mayor concentracion de TBARS
a 24 h y una menor concentracion de TBARS a 48 h en comparacion con las muestras H. sapiens (2.8
veces, p = 0.00; 8.5 veces, p = 0.038, respectivamente). En presencia de LPS (10 pg LPS mL™), se
observd una menor concentracion de TBARS en las muestras de T. truncatus gilli a 24 h y una mayor
concentracion de TBARS a 48 h en comparacion con las muestras de H. sapiens (8.5 veces, p = 0.00;

2.8 veces, p = 0.00, respectivamente).

En las muestras de T. truncatus gilli en ausencia de LPS, se observd mayor concentracién de TBARS a
24 h y menor concentracion de TBARS a 48 h en comparacién con las muestras en presencia de LPS
(10 pg LPS mL™) (1.2 veces, p = 0.005; 1.3 veces, p = 0.002, respectivamente). En ausencia de LPS a
24 h, se observO una mayor concentracion de TBARS en las muestras de T. truncatus gilli en
comparacion con la exposicion a 48 h (1.2 veces, p = 0.01). En presencia de LPS a 48 h, las muestras
de T. truncatus gilli mostraron una mayor concentracion de TBARS en comparacion con 24 h (1.3
veces, p = 0.001). En presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 24 h, las muestras de H. sapiens mostraron
una mayor concentracion de TBARS en comparacion a las muestras en ausencia de LPS y una mayor
concentracion de TBARS en comparacion con la exposicion a 48 h (19.5 veces, p = 0.049; 18.1 veces,
p = 0.05, respectivamente).

En ausencia de LPS a 48 h, se observé una mayor concentracion de carbonilos proteicos en las
muestras de H. sapiens en comparacion con las de T. truncatus gilli (2.0 veces, p = 0.029). En
presencia de LPS (10 pg LPS mL™), se observé una mayor concentracion de carbonilos proteicos a 24
y 48 h en comparacion con T. truncatus gilli (3.4 veces, p = 0.002; 2.0 veces, p = 0.023,

respectivamente).
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Figura 8. Concentracion de (A) sustancias reactivas del &cido tiobarbitdrico (TBARS, nmol miligramo
! de proteina), y (B) carbonilos proteicos (umol miligramo™ de proteina) en los leucocitos de Homo
sapiens (n = 12) y Tursiops truncatus gilli (n = 12) en cultivo primario en ausencia (0 ug LPS mL™) o
presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de incubacion. Los datos se
presentan como promedio + error estandar. Diferencias significativas (p < 0.05) * entre especies, *
dentro de la misma especie y tiempo de incubacion con diferentes concentraciones de lipopolisacaridos,
% dentro de la misma especie y concentracion de lipopolisacaridos en diferentes tiempos de incubacion.
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7.6. Respuesta de leucocitos de Tursiops truncatus gilli a la exposicion a lipopolisacaridos por sexo
y estadio de madurez

No se pudo realizar el analisis estadistico para determinar si existen diferencias significativas entre los
estadios de madurez y géneros en H. sapiens, ya que estos datos fueron confidenciales. Sin embargo, el
analisis estadistico se realiz6 en T. truncatus gilli para determinar si existian diferencias significativas
entre los estadios de madurez y sexos. Como la mayoria de los tursiones alojados en Cabo Dolphins
nacieron ahi, se conoce la edad de cada individuo. El sexo de cada individuo se determin0 después del
parto mediante la identificacion de la presencia o ausencia de glandulas mamarias ubicadas a ambos
lados de la hendidura genital. En T. truncatus, las hembras generalmente alcanzan la madurez sexual a
los 10 a 12 afios, mientras que los machos alcanzan la madurez sexual después de los 12 afos
(Sergeant, 1973). La madurez de las hembras se determind a través de examenes fisicos de rutina con
ultrasonografia; las hembras fueron consideradas sexualmente maduras pasado el primer periodo de
ovulacion. Antes de un evento de reproduccion exitoso, la madurez en los machos se estima utilizando
la edad, el tamafio de los testiculos mediante ultrasonografia, y la longitud total del cuerpo (Sergeant,
1973).

7.6.1. Conteo diferencial de leucocitos de Tursiops truncatus gilli en respuesta a la exposicién a
lipopolisacaridos por sexo y estadio de madurez

Los resultados de la identificacion y conteo de los diferentes tipos de leucocitos en muestras de machos
(n = 5) y hembras (n = 7) de T. truncatus gilli, se presentan en la Tabla VA y la Fig. 9. No se
observaron diferencias significativas al comparar los conteos diferenciales de leucocitos entre machos y

hembras.

Los resultados de la identificacion y conteo de los diferentes tipos de leucocitos en muestras de machos
y hembras de T. truncatus gilli, por tiempo de incubacidn, se presentan en la Tabla VA y la Fig. 9. En
muestras de hembras en ausencia de LPS a 0 h, se observaron méas neutréfilos, menos linfocitos y mas
eosinofilos en comparacion con la incubacion por 24 h (3.0 veces, p = 0.018; 2.5 veces, p = 0.018; 2.3
veces, p = 0.018, respectivamente). En presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 24 h, en las muestras de
las hembras se observaron menos neutrofilos, mas linfocitos y menos eosinéfilos en comparacion con
las muestras en condiciones basales (0 h ausencia de LPS) (2.3 veces, p = 0.018; 2.3 veces, p = 0.018;

2.7 veces, p = 0.016, respectivamente). En ausencia de LPS a 48 h, las muestras de hembras mostraron
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menos neutrdfilos, mas linfocitos y menos eosindfilos en comparacion con las muestras en condiciones
basales (0 h ausencia de LPS) (5.0 veces, p = 0.018; 2.8 veces, p = 0.018; 3.2 veces, p = 0.018,
respectivamente). En muestras de hembras en presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48 h, se
observaron menos neutréfilos, mas linfocitos y menos eosinofilos en comparacion con las muestras en
condiciones basales (0 h ausencia de LPS) (3.4 veces, p = 0.018; 2.7 veces, p = 0.018; 4.7 veces, p =
0.018, respectivamente). En muestras de hembras en ausencia de LPS a 24 h, se observaron mas
neutrofilos y menos linfocitos en comparacion con la exposicion a 48 h (1.7 veces, p = 0.028; 1.1
veces, p = 0.018, respectivamente). En muestras de hembras en presencia de LPS a 24 h, se observaron
maés neutrofilos y menos linfocitos en comparacion con la exposicién a 48 h (1.5 veces, p = 0.027; 1.2

veces, p = 0.028, respectivamente).

En muestras de machos en ausencia de LPS a 0 h, se observaron mas neutrofilos, menos linfocitos y
mas eosinofilos en comparacion con el cultivo a 24 h (2.7 veces, p = 0.043; 2.5 veces, p = 0.043; 3.7
veces, p = 0.042, respectivamente). En presencia de LPS (10 pug LPS mL™) a 24 h, se observaron
menos neutrofilos, mas linfocitos y menos eosinofilos en las muestras de los machos en comparacion
con las muestras en condiciones basales (0 h ausencia de LPS) (2.6 veces, p = 0.043; 2.5 veces, p =
0.043; 4.4 veces, p = 0.042, respectivamente). En ausencia de LPS a 48 h, las muestras de los machos
mostraron menos neutrofilos, mas linfocitos y menos eosinéfilos en comparacién con las condiciones
basales (0 h ausencia de LPS) (4.2 veces, p = 0.043; 2.7 veces, p = 0.043; 7.4 veces, p = 0.042,
respectivamente). En presencia de LPS (10 ug LPS mL™) a 48 h, los machos mostraron menos
neutréfilos, mas linfocitos y menos eosinéfilos en comparacion con las condiciones basales (0 h

ausencia de LPS) (2.8 veces, p =0.043; 2.5 veces, p = 0.043; 4.1 veces, p = 0.042, respectivamente).
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Figura 9. Conteo promedio de (A) neutrofilos, (B) linfocitos, (C) eosindfilos, (D) monocitos, y (E)
baséfilos de Tursiops truncatus gilli machos (n= 5) y hembras (n = 7) en cultivo primario en ausencia
(0 pg LPS mL™) o presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de
incubacién. Los datos se presentan como promedio + error estandar. Diferencias significativas (p <
0.05) * entre sexos, “ dentro del mismo sexo y tiempo de incubacién con diferentes concentraciones de
lipopolisacaridos, ® dentro del mismo sexo con tiempos de incubacién diferentes que 0 horas, ® dentro
del mismo sexo y la misma concentracién de LPS con tiempos de incubacién diferentes que 24 horas.
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Los resultados de la identificacién y conteo de los diferentes tipos de leucocitos en muestras de T.
truncatus gilli inmaduros (n = 5) y maduros (n = 7), se presentan en la Tabla VIA y la Fig. 10. No se
observaron diferencias significativas en los conteos diferenciales entre los estadios de madurez en los

leucocitos de T. truncatus gilli.

Los resultados de la identificacion y conteo de los diferentes tipos de leucocitos en cada estadio de
madurez en muestras de T. truncatus gilli, por concentracion de LPS, se presentan en la Tabla VIA 'y
la Fig. 10. En las muestras de animales maduros en ausencia de LPS a 24 h, se observaron menos
neutréfilos y mas linfocitos en comparacion con la presencia de LPS (10 ug LPS mL™) (2.1 veces, p =
0.018; 1.1 veces, p = 0.027, respectivamente). En ausencia de LPS a 48 h, en animales maduros se
observaron menos neutréfilos y mas linfocitos en comparacion con presencia de LPS (4.4 veces, p =

0.028; 1.1 veces, p = 0.027, respectivamente).

Los resultados de la identificacion y conteo de los diferentes tipos de leucocitos en cada estadio de
madurez en muestras de T. truncatus gilli, por tiempo de incubacion, se presentan en la Tabla VIA 'y la
Fig. 10. En las muestras de animales inmaduros en ausencia de LPS a 0 h, se observaron mas
neutréfilos y menos linfocitos y més eosinoéfilos en comparacion con el cultivo por 24 h (1.6 veces, p =
0.043; 2.0 veces, p = 0.043; 2.4 veces, p = 0.043, respectivamente). En presencia de LPS (10 pg LPS
mL™) a 24 h, los animales inmaduros mostraron menos neutréfilos, més linfocitos y menos eosinofilos
(1.7 veces, p = 0.043; 2.2 veces, p = 0.043; 4.8 veces, p = 0.042, respectivamente). En ausencia de LPS
a 48 h, en animales inmaduros se observaron menos neutréfilos, mas linfocitos y menos eosinofilos en
comparacion con las condiciones basales (0 h ausencia de LPS) (2.3 veces, p = 0.043; 2.4 veces, p =
0.043; 3.7 veces, p = 0.043, respectivamente). En muestras de tursiones inmaduros en ausencia de LPS

a 24 h, se observaron menos linfocitos en comparacion con el cultivo por 48 h (1.2 veces, p = 0.042).

En muestras de animales maduros en ausencia de LPS a 0 h, se observaron més neutrofilos, menos
linfocitos y mas eosinofilos en comparacion con el cultivo a 24 h (6.9 veces, p = 0.018; 2.8 veces, p =
0.018, 2.9 veces, p = 0.018, respectivamente). En presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 24 h, las
muestras de los tursiones maduros mostraron menos neutréfilos, mas linfocitos y menos eosindfilos en
comparacion con aquellas en condiciones basales (0 h ausencia de LPS) (1.7 veces, p = 0.018; 2.1
veces, p = 0.018; 5.2 veces, p = 0.017, respectivamente). En ausencia de LPS a 0 h, en tursiones
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maduros se observaron mas neutrofilos, menos linfocitos y mas eosindfilos en comparacion con el
cultivo a 48 h (17.1 veces, p = 0.018; 3.0 veces, p = 0.018; 4.5 veces, p = 0.017, respectivamente). En
tursiones maduros en presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48 h, se observaron menos neutréfilos, més
linfocitos y menos eosindfilos en comparacion con las condiciones basales (0 h ausencia de LPS) (2.4
veces, p = 0.018; 2.4 veces, p = 0.018; 4.9 veces, p = 0.017, respectivamente). En ausencia de LPS a 24
h, las muestras de tursiones maduros mostraron méas neutréfilos y menos linfocitos en comparacién con
el cultivo a 48 h (2.5 veces, p = 0.046; 1.1 veces, p = 0.034, respectivamente).
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Figura 10. Conteo promedio de (A) neutréfilos, (B) linfocitos, (C) eosinofilos, (D) monocitos, (E)
baséfilos de Tursiops truncatus gilli inmaduros (n = 5) y maduros (n = 7) en cultivo primario en
ausencia (0 ug LPS mL™) o presencia (10 pug LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de
incubacion. Los datos se presentan como promedio + error estandar. Diferencias significativas (p <
0.05) * entre estadios de madurez, * dentro del mismo estadio de madurez y tiempo de incubacién con
diferentes concentraciones de lipopolisacaridos, ® dentro del mismo estadio de madurez con tiempos de
incubacion diferentes que 0 horas, ® dentro del mismo estadio de madurez y concentracién de LPS con
tiempos de incubacion diferentes que 24 horas.
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7.6.2. Produccion de radical superdxido en leucocitos de Tursiops truncatus gilli en respuesta a la
exposicion a lipopolisacaridos por sexo y estadio de madurez

Los resultados de la produccién de O," en T. truncatus gilli, machos (n = 5) y hembras (n = 7), en
respuesta a la exposicion a LPS se muestran en la Tabla VIIA y la Fig. 11. En presencia de LPS (10
Hg LPS mL™) a 48 h, se observé mayor produccién de O,” en machos en comparacién con hembras
(2.0 veces, p =0.012).

Los resultados de la produccion de O, en T. truncatus gilli machos y hembras, por concentracién de
LPS se muestran en la Tabla VIIA y la Fig. 11. En presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48 h, las
muestras de las hembras mostraron mayor produccién de O, en comparacién con ausencia de LPS (1.7

veces, p = 0.028).
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Figura 11. Produccién de radical superéxido (O,", nanomoles miligramo™ de proteina minuto™) en los
leucocitos de Tursiops truncatus gilli machos (n=5) y hembras (n = 7) en cultivo primario en ausencia
(0 ug LPS mL™) o presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de
incubacion. Los datos se presentan como promedios * error estandar. Diferencias significativas (p <
0.05) * entre sexos, “ dentro del mismo sexo y tiempo de incubacién con diferentes concentraciones de
lipopolisacéaridos, ? dentro del mismo sexo y la misma concentracion de lipopolisacaridos en diferentes
tiempos de incubacion.

Los resultados de la produccion de O," en T. truncatus gilli inmaduros (n = 5) y maduros (n = 7) en
respuesta a la exposicion a LPS se muestran en la Tabla VIIA y la Fig. 12. No se observaron

diferencias significativas entre estadios de madurez.

Los resultados de la produccién de O, en T. truncatus gilli inmaduros y maduros en respuesta a
diferentes concentraciones de LPS y tiempos de incubacion se muestran en la Tabla VIIA y la Fig. 12.
En presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48 h, se observé mayor produccién de O,” en animales
maduros en comparacion con la ausencia de LPS (2.3 veces, p = 0.028). En ausencia de LPS a 48 h, se
observé mayor produccion de O, en animales maduros en comparacion con 24 h (1.3 veces, p =
0.043).
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Figura 12. Produccion de radical superéxido (O,", nanomoles miligramo™ proteina minuto™) en los
leucocitos de Tursiops truncatus gilli inmaduros (n= 5) y maduros (n = 7) en cultivo primario en
ausencia (0 ug LPS mL™) o presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de
incubacion. Los datos se presentan como promedio + error estandar. Diferencias significativas (p <
0.05) * entre estadios de madurez, * dentro del mismo estadio de madurez y tiempo de incubacién con
diferentes concentraciones de lipopolisacaridos,  dentro del mismo estadio de madurez y concentracion
de lipopolisacaridos en diferentes tiempos de incubacion.

7.6.3. Actividad enzimatica en leucocitos de Tursiops truncatus gilli en respuesta a la exposicion a
lipopolisacaridos por sexo y estadio de madurez

Los resultados de las actividades de SOD, CAT, GPx, GR y GST en machos (n =5) y hembras (n = 7)
de T. truncatus gilli se muestran en la Tabla VIIIA y la Fig. 13. No se observaron diferencias
significativas en la actividad de SOD entre machos y hembras. Sin embargo, a las 24 h en ausencia de
LPS, las hembras mostraron mayor actividad de SOD en comparacion con en presencia de LPS (10 pg
LPS mL™) (2.4 veces, p = 0.018). No se observaron diferencias significativas en la actividad de CAT
entre sexos. En presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48 h, se observéd mayor actividad de CAT en
machos en comparacion con 24 h (7.2 veces, p = 0.043). No se observaron diferencias significativas en
la actividad de GPx entre sexos.
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No se observaron diferencias significativas en la actividad de GR entre sexos. Sin embargo, en
ausencia de LPS a 24 h, se observO mayor actividad de GR en hembras en comparacion con la
presencia de LPS (10 pg LPS mL™) (2.1 veces, p = 0.043). En presencia de LPS a 48 h, se observé
mayor actividad de GR en hembras en comparacion con 24 h (3.1 veces, p = 0.028). En las muestras de
los machos en presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48 h, se observé mayor actividad de GR en

comparacion con la ausencia de LPS (3.8 veces, p = 0.043).

A las 48 h de incubacion en presencia de LPS (10 pg LPS mL™), en las muestras de los machos se
observé mayor actividad de GST en comparacion con hembras (1.8 veces, p = 0.028). En presencia de
LPS a 48 h, las muestras de las hembras mostraron mayor actividad de GST en comparacion con 24 h
(1.6 veces, p = 0.043). En presencia de LPS a 48 h, los machos mostraron mayor actividad de GST en
comparacion con 24 h y mayor actividad en comparacién con la ausencia de LPS (3.3 veces, p = 0.043;

2.9 veces, p = 0.043, respectivamente).
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Figura 13. Actividad enzimatica (unidades miligramo™ proteina) de (A) superéxido dismutasa (SOD),
(B) catalasa (CAT), (C) glutation peroxidasa (GPx), (D) glutation reductasa (GR), y (E) glutatiéon S-
transferasa (GST) en los leucocitos de Tursiops truncatus gilli machos (n= 5) y hembras (n = 7) en
cultivo primario en ausencia (0 pg LPS mL™) o presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS)
a 24 y 48 horas de incubacion. Los datos se presentan como promedios * error estandar. Diferencias
significativas (p < 0.05) * entre sexos, * dentro del mismo sexo y tiempo de incubacion con diferentes
concentraciones de lipopolisacaridos, * dentro del mismo sexo y la misma concentracion de
lipopolisacéridos en diferentes tiempos de incubacion.
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Los resultados de las actividades de SOD, CAT, GPx, GR y GST en tursiones inmaduros (n = 5) y
maduros (n = 7) se muestran en la Tabla IXA y la Fig. 14. En ausencia de LPS a las 48 h, en los
tursiones inmaduros la actividad de SOD fue mayor en comparacion con los animales maduros (2.8
veces, p = 0.028). A las 24 h en ausencia de LPS, en las muestras de tursiones inmaduros se observo
mayor actividad de SOD en comparacién con muestras expuestas a LPS (10 pg LPS mL™) (1.6 veces, p
=0.043). A las 48 h en presencia de LPS, se observé mayor actividad de SOD en tursiones maduros en

comparacion con ausencia de LPS (1.8 veces, p = 0.043).

No se observaron diferencias significativas en la actividad de CAT entre estadios de madurez. Sin
embargo, en presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48h, se observé mayor actividad de CAT en
comparacion a 24 h y mas actividad de CAT en comparacion con la ausencia de LPS (64.3 veces, p =
0.018; 2.3 veces, p = 0.028, respectivamente). No se observaron diferencias significativas en la
actividad de GPx entre estadios de madurez. Sin embargo, en presencia de LPS a 48 h, los animales
inmaduros mostraron mayor actividad de GPx en comparacion con 24 h (3.4 veces, p = 0.043).

No se observaron diferencias significativas en la actividad de GR entre estadios de madurez. En las
muestras de tursiones inmaduros en presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 24 h, se observé menor
actividad de GR en comparacién a 48 h y en comparaciéon con la ausencia de LPS (3.0 veces, p =
0.043; 3.0 veces, p = 0.043, respectivamente). En presencia de LPS a 48 h, se observé mayor actividad
de GR en las muestras de tursiones maduros en comparacion con la ausencia de LPS (3.5 veces, p =
0.028). No se identificaron diferencias significativas en la actividad de GST entre estadios de madurez.
En presencia de LPS (10 ug LPS mL™) a 48 h, se observé mayor actividad de GST en los animales
inmaduros en comparacion con 24 h (2.2 veces, p = 0.043). En las muestras de tursiones maduros en
presencia de LPS a 48 h, se observé mayor actividad de GST en comparacion con ausencia de LPS (2.2

veces, p = 0.028).
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Figura 14. Actividad enzimética (unidades miligramo™ proteina) de (A) superéxido dismutasa (SOD),
(B) catalasa (CAT), (C) glutation peroxidasa (GPx), (D) glutation reductasa (GR), y (E) glutation S-
transferasa (GST) en los leucocitos de Tursiops truncatus gilli inmaduros (n=5) y maduros (n = 7) en
cultivo primario en ausencia (0 pg LPS mL™) o presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacéridos (LPS)
a 24 y 48 horas de incubacion. Los datos se presentan como promedio + error estandar. Diferencias
significativas (p < 0.05) * entre estadios de madurez, * dentro del mismo estadio de madurez y tiempo
de incubacion con diferentes concentraciones de lipopolisacaridos,  dentro del mismo estadio de
madurez y concentracion de lipopolisacaridos en diferentes tiempos de incubacion.
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7.6.4. Dafo oxidativo en leucocitos de Tursiops truncatus gilli en respuesta a la exposicion a
lipopolisacaridos por sexo y estadio de madurez

Los resultados de la concentracion de TBARS y carbonilos proteicos en T. truncatus gilli machos (n =
5) y hembras (n = 7) en respuesta a la exposicion a LPS se muestran en la Tabla XA y la Fig. 15. En
ausencia de LPS a 24 h, los leucocitos de las hembras tuvieron mayores niveles de TBARS en
comparacion con los de los machos (1.3 veces, p = 0.008). En presencia de LPS (10 ug LPS mL™) a 24
h, se observd menor concentracion de TBARS en las muestras de hembras en comparacion con
aquellas en ausencia de LPS (1.2 veces, p = 0.021). En presencia de LPS a 48 h, se observé mayor
concentracion de TBARS en las muestras de hembras en comparacion con aquellas en ausencia de LPS
(1.3 veces, p = 0.037, respectivamente). En ausencia de LPS a 48 h, los leucocitos de las hembras
mostraron mayores niveles de TBARS en comparacién con los cultivados por 24 h (1.0 veces, p =
0.037). En presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48 h, las muestras de las hembras mostraron mayor
concentracion de TBARS en comparacion con aquellas expuestas a 24 h (1.3 veces, p = 0.018). En
presencia de LPS a 48 h, los leucocitos de los machos mostraron mayor concentracion de TBARS en

comparacion con aquellos en ausencia de LPS (1.3 veces, p = 0.033).

No se identificaron diferencias significativas en la concentracion de carbonilos proteicos entre sexos en

T. truncatus gilli.
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Figura 15. Concentracion de (A) sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS, nmol
miligramo™ de proteina), (B) carbonilos proteicos (umol miligramo™ de proteina) en los leucocitos de
Tursiops truncatus gilli machos (n = 5) y hembras (n = 7) en cultivo primario en ausencia (0 pg LPS
mL™) o presencia (10 ug LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de incubacién. Los
datos se presentan como promedio * error estandar. Diferencias significativas (p < 0.05) * entre sexos,
2 dentro del mismo sexo y tiempo de incubacion con diferentes concentraciones de lipopolisacéridos, ®
dentro del mismo sexo y la misma concentracién de lipopolisacaridos en diferentes tiempos de
incubacion.
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Los resultados de la concentracion de TBARS y carbonilos proteicos en T. truncatus gilli inmaduros (n
= 5) y maduros (n = 7) en respuesta a la exposicion a LPS se muestran en la Tabla XIA y la Fig. 16.
En ausencia de LPS a 48 h, las muestras de los tursiones inmaduros mostraron mayor concentracion de
TBARS en comparacion con animales maduros (1.3 veces, p = 0.048). En presencia de LPS (10 pg
LPS mL™), los leucocitos de tursiones maduros mostraron menores niveles de TBARS a 24 h en
comparacion con aquellos en ausencia de LPS y mayor concentracion de TBARS a 48 h en
comparacion con aquellos en ausencia de LPS (1.3 veces, p = 0.009; 1.4 veces, p = 0.003,
respectivamente). En ausencia de LPS a 24 h, se observé mayor concentracion de TBARS en las
muestras de tursiones maduros en comparacion con aquellas cultivadas a 48 h (1.3 veces, p = 0.038).
En presencia de LPS (10 pg LPS mL™) a 48 h, los leucocitos de los tursiones maduros mostraron

mayores niveles de TBARS en comparacién con la exposicion a 24 h (1.4 veces, p = 0.00).

No se identificaron diferencias significativas en la concentracion de carbonilos proteicos entre estadios

de madurez en T. truncatus gilli.



>

0.006

0.005

0.004

0.003

0.002

TBARS (nmol mg! proteina)

0.001

(v e]
o

Carbonilos Proteicos (umol mg! proteina)
[ 58] w

=]

MW Inmaduros Sin LPS
——— [ |-emmmemeees | minmaduros Con LPS

a
* W Maduros Sin LPS

III a II)(:a
24 48

Tiempo de Incubacién (Horas)

iji m

Tiempo de Incubacién (Horas)

W Maduros Con LPS

62

Figura 16. Concentracion de (A) sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS, nmol
miligramo™ de proteina), (B) carbonilos proteicos (umol miligramo™ de proteina) en los leucocitos de
Tursiops truncatus gilli inmaduros (n = 5) y maduros (n = 7) en cultivo primario en ausencia (0 ug LPS
mL™) o presencia (10 ug LPS mL™) de lipopolisacéridos (LPS) a 24 y 48 horas de incubacién. Los
datos se presentan como promedio * error estadndar. Diferencias significativas (p < 0.05) * entre
estadios de madurez, * dentro del mismo estadio de madurez y tiempo de incubacion con diferentes
concentraciones de lipopolisacaridos,  dentro del mismo estadio de madurez y la misma concentracion
de lipopolisacaridos en diferentes tiempos de incubacion.
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8. DISCUSION

8.1. Viabilidad celular y concentracion letal en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus
gilli en respuesta a lipopolisacaridos

Con base en las discrepancias en los valores estimados de LCso en H. sapiens y la incapacidad para
estimar el LCso en T. truncatus gilli, se calculé el LC,s para ambas especies utilizando el analisis probit
de Finney (1952). El andlisis probit se utiliza en toxicologia para relacionar la dosificacion de una
toxina con la mortalidad de una poblacion de estudio (Finney y Stevens, 1948); por lo tanto, este
modelo se ajusta al propésito del presente estudio. Se calculé la LC2s de LPS en 6.968 pg LPS mL™
para leucocitos de H. sapiens y 14.114 pug LPS mL™ para leucocitos de T. truncatus gilli a 48 horas. Se
ha reportado mayor sensibilidad en H. sapiens a los efectos de LPS, tal que los humanos requieren una
dosis de LPS menor para exhibir efectos fisiol6gicos en comparacion con roedores, incluyendo conejos

(Wolff, 1973). Ello es consistente con los resultados obtenidos en este estudio.

Los gréficos de mortalidad (Fig. 4) mostraron una disminucion en la viabilidad de los leucocitos a las
48 horas en comparacion con las 24 horas en T. truncatus gilli. Este resultado es similar a lo reportado
por Lee et al. (1993), quienes no reportaron diferencias significativas en la muerte celular in vitro antes
de 24 horas de exposicién a 1 pg LPS mL™. La viabilidad celular de los leucocitos de H. sapiens y T.
truncatus gilli puede variar entre individuos y con la composicion celular de cada muestra y de cada
alicuota. Las diferencias de longevidad para cada tipo de leucocito pueden repercutir en la mortalidad
leucocitaria observada para cada individuo y alicuota. Por ejemplo, los granulocitos tienen un tiempo
de vida media de pocas horas a dias, el tiempo de vida media mas corto entre los tipos de leucocitos,
mientras que los agranulocitos tienen un tiempo de vida media de meses a afios (Chmielewski et al.,
2016).

8.2. Conteo diferencial de leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en respuesta a
lipopolisacaridos

Las bacterias son invasores secundarios comunes de las heridas, superficiales 0 mayores, y han sido
implicadas en la aparicion de septicemia y la muerte en H. sapiens (Cherifi et al., 1990; Carrillo-Casas
et al., 2013). Ademéas de H. sapiens, se han aislado bacterias, como E. coli, a partir de cultivos
obtenidos de heridas resultantes de abrasiones superficiales, heridas por enmalle, mordidas de

animales, disparos y golpes de barcos en mamiferos marinos rescatados que pueden desencadenar
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septicemia y muerte (Buck et al., 1991; Johnson et al., 1998; Lockwood et al., 2006; van Elk et al.,
2007; Schaefer et al., 2011). Estudios basicos de inmunotoxicidad in vivo se han realizado previamente
en voluntarios humanos; sin embargo, en mamiferos marinos, hay poca informacion disponible debido,

principalmente, a restricciones legales y éticas (Levin et al., 2007).

La capacidad de los mamiferos marinos para hacer frente a retos inflamatorios desencadenados por
infecciones bacterianas es, en gran medida, desconocida. Los cetaceos y los mamiferos terrestres
parecen tener componentes del sistema inmune homélogos (Ruiz et al., 2009). En T. truncatus (en
libertad y bajo cuidado humano) se han reportado leucogramas diferenciales similares a los de
mamiferos terrestres, incluido H. sapiens (Williams IlI et al., 1991; Nouri-Shirazi et al., 2017). Sin
embargo, pueden existir algunas diferencias en la funcion inmune que permiten un aumento aparente
de la inmunidad en los mamiferos marinos. Por ejemplo, en los cetaceos se observan con frecuencia
heridas graves que serian fatales para el H. sapiens como resultado de una lesion interna o pérdida de
sangre. En un estudio realizado por Corkeron et al. (1987), se observaron en el 36.6% de los T.
truncatus del ecotipo costero mordidas de tiburones de hasta 45 cm de longitud y 12 cm de
profundidad. En 2001, Heithaus report6 que el 74.2% de los juveniles y adultos del ecotipo costero de
T. aduncus, asi como el 40% de sus crias, presentaron evidencia de mordidas de tiburones, mientras
que el 42.1% de estos animales mostraron evidencia de mordidas multiples. En la costa de
Northumberland, Inglaterra, un area constantemente expuesta a aguas residuales crudas que contienen
alto contenido de enterobacterias como E. coli, un individuo de T. truncatus maduro con una
enfermedad cronica de la piel resulté gravemente herido por una hélice de barco y, aunque las heridas
resultantes desarrollaron abscesos infecciosos, el tursién se recuperd después de 2-3 meses sin
presentar reinfeccion (Bloom y Jager, 1994). Con base en estos casos, estudios comparativos de
inmunotoxicidad in vitro presentan una oportunidad Unica para revelar variaciones especificas de la

especie en respuesta a patdgenos.

Sin LPS a 0 h, en las muestras de T. truncatus gilli se observaron casi dos veces mas eosinofilos en
comparacion con las muestras de H. sapiens. En general, H. sapiens tienen un rango de eosinofilos de 1
a 4%, mientras que en T. truncatus, el rango puede variar de 11.5 a 40%, dependiendo de las

condiciones ambientales (Medway y Geraci, 1964; Shirai y Sakai, 1997; Nouri-Shirazi et al., 2017).
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Las diferencias en el conteo de eosindfilos pueden estar relacionadas con adaptaciones fisioldgicas al
medio marino, diferencias en la dieta, o cargas de parasitos, y esto puede proporcionar a los mamiferos
marinos una mayor proteccion contra bacterias y parasitos en comparacion con mamiferos terrestres
(Ridgway et al., 1970; Dierauf y Gulland, 2001). Los mamiferos marinos bajo cuidado humano en
recintos cerrados y de calidad controlada son alimentados con peces congelados que tienen una menor
probabilidad de infeccion parasitaria, mientras que aquellos con acceso a peces vivos pueden llevar una
alta carga de parasitos (Williams 111 et al., 1991; Dierauf y Gulland, 2001). Nouri-Shirazi et al. (2017)
observaron que T. truncatus mantenidos bajo cuidado humano, tuvieron un conteo relativo de
eosinofilos de 12.1%, mientras que, en sus contrapartes silvestres, tuvieron un conteo relativo de 39.6%
debido a diferencias en el contenido de parasitos. Del mismo modo, Ruiz et al. (2009) observaron que
T. truncatus silvestres, tuvieron un conteo relativo de eosinéfilos del 29%, mientras que animales
mantenidos bajo cuidado humano mostraron conteos relativos de eosinéfilos del 10% cuando se

alojaban en condiciones cerradas y de calidad controlada; y de 14% en bahias mantenidas por humanos.

Shirai y Sakai (1997) observaron diferencias en el conteo relativo de eosindfilos entre las especies de
cetaceos mantenidos bajo cuidado humano; encontraron conteos relativos de eosinéfilos de 11.5%,
10.3%, y 10.6% en T. truncatus, delfines de cotados blancos del Pacifico (Lagenorhynchus

obliquidens), y falsas orcas (Pseudorca crassidens), respectivamente.

En todos los tratamientos analizados en el presente estudio, se observaron numerosos basofilos en las
muestras de leucocitos de H. sapiens, mientras que solo en un individuo de T. truncatus gilli se observé
un baséfilo (bajo condiciones control; 0 h, 0 ug LPS mL™). Los baséfilos rara vez se observan en los
leucogramas de cetaceos, ya sea silvestres o bajo cuidado humano, como se indica en estudios sobre
tursiones (T. truncatus, Medway y Geraci, 1964; Robinson et al., 1969; Engelhardt, 1979; Shirai y
Sakai, 1997; Fair et al., 2006; Hall et al., 2007; Venn-Watson et al., 2007; Venn-Watson y Smith,
2011; Nouri-Shirazi et al., 2017), delfin de costados blancos del Pacifico (L. obliquidens, Engelhardt,
1979; Shirai y Sakai, 1997), orca (Orcinus orca, Robinson et al., 1969; Cornell, 1983), delfin de Risso
(Grampus griseus, Shirai y Sakai, 1997), beluga (Delphinapterus leucas, Engelhardt, 1979; Cornell et
al., 1988; Williams 11l et al., 1991; Saito et al., 2018) y falsa orca (P. crassidens, Shirai y Sakai, 1997).
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Se han reportado resultados similares en otras especies de mamiferos, incluyendo monos rhesus
(Macaca mulatta), en los que se ha observado de 50 a 100 veces menos basofilos circulantes en
comparacion con humanos (de Weck, 1995). Los estudios en H. sapiens indican que, en condiciones
basales, los baséfilos comprenden el 0.5% de los leucocitos circulantes, mientras que este valor puede
aumentar hasta 50% durante respuestas inmunoldgicas particulares (Gleich, 1989). Aunque los
baséfilos son los leucocitos observados con menor frecuencia en mamiferos, estan involucrados en la
disminucion de la inflamacion a través de la remocion de patdgenos, en el control de las respuestas
alérgicas a través de la produccion de citosinas y han estado implicados en varias condiciones
patologicas en H. sapiens, incluyendo el rechazo de érganos y enfermedades alérgicas (Geering et al.,
2013; Siracusa et al., 2013).

En ausencia de LPS, se observaron disminuciones significativas en el nimero promedio de neutréfilos
con respecto al tiempo de incubacion en las muestras de H. sapiens y T. truncatus gilli, ya que se
clasifican como células de vida corta que no pueden proliferar (Colotta et al., 1992). Esta disminucion
en el nimero de neutrofilos es consistente con el reporte de que los neutréfilos de H. sapiens no
estimulados in vitro tienen una vida media de 5 horas, lo cual es equivalente a la mitad de lo reportado
para las poblaciones de neutréfilos in vivo (5-10 horas) (Lee et al., 1993; Francischetti et al., 2010). Del
mismo modo, Colotta et al. (1992) informaron que hay una disminucion progresiva en la viabilidad
celular de las células polimorfonucleares humanas (CPHs) conforme al tiempo de incubacion. En
ausencia de LPS a las 0 y 24 h, el conteo promedio de neutrofilos fue ligeramente (1.7 veces, p = 0.53)
mayor en T. truncatus gilli en comparacion con H. sapiens y fue significativamente (casi 39 veces, p =
0.028) mayor a las 48 h. T. truncatus entra en ciclos de isquemia y reperfusién cada vez que bucea vy,
por lo tanto, es mas probable que experimente hipoxia tisular en comparacion con H. sapiens. Hannah
et al. (1995) sugieren que la hipoxia actua para inhibir la apoptosis de los neutréfilos. EI mayor conteo
de neutréfilos en T. truncatus gilli puede ser una respuesta adaptativa presente en los mamiferos

marinos.

Cuando se expusieron los leucocitos a LPS (10 pg LPS mL™Y), no se observaron diferencias
significativas en los leucogramas entre T. truncatus gilli y H. sapiens a las 24 o 48 h. Sin embargo,
hubo diferencias significativas dentro de cada especie. El numero de neutrofilos fue mayor en las

muestras de H. sapiens expuestas a LPS a las 24 y 48 h en comparacion con las muestras en ausencia
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de LPS; y en las muestras de T. truncatus gilli a las 48 h de incubacion con LPS en comparacién con
aquellas mantenidas en ausencia de LPS. El aumento en el conteo de neutrofilos en muestras expuestas
a LPS es consistente con otros estudios. Yamamoto et al. (1993) informaron que los neutréfilos de
cobayo (Cavia porcellus) cultivados con LPS mostraron tasas significativamente reducidas de
cariopicnosis proporcional a la concentracion de LPS después de una incubacién por 24, 48 y 72 h, en
comparacion con los neutréfilos cultivados en ausencia de LPS. Sweeney et al. (1998) observaron
disminuciones significativas dependientes de la dosis en la tasa (%) de apoptosis de CPHs expuestas a
LPS de E. coli después de 24 h de incubacidn in vitro. En general, estos estudios sugieren que el LPS
retrasa la apoptosis y, por lo tanto, contribuye a la eliminacion del material patdgeno a través de la
extension de la vida funcional de los neutréfilos (Lee et al., 1993).

En leucocitos de H. sapiens incubados por 48 h con 10 pg LPS mL™ de LPS, se observé mas de dos
veces la cantidad de eosinéfilos en comparacion con las muestras de T. truncatus gilli. Una posible
explicacion para esta diferencia deriva de la activacion de eosindfilos mediada por LPS, el cual actia
como un estimulador para secretar factores reguladores, incluidas las citocinas inflamatorias, y a
participar en fagocitosis en muestras de H. sapiens (Pl6tz et al., 2001). Sokolova (2005) describe que
los eosinofilos de T. truncatus son capaces de fagocitosis. Tener una mayor poblacion de eosinofilos

durante las respuestas proinflamatorias puede ser beneficioso para terminar la respuesta inmune.

Los perfiles inmunes y hematoldgicos estan bajo control de muchos estimulantes. En ratones, la
respuesta inflamatoria estd bajo control genético; la endogamia resulta en cepas susceptibles
(C3HeB/FeJ) y resistentes (C3H/HelJ), cuando es estimulada por los efectos inmunotdxicos de LPS de
Salmonella abortus (Russo, 1980). Cornell (1983) observé que los ecotipos de T. truncatus de altamar
mostraron un mayor valor de hemoglobina, hematocrito y glébulos rojos en comparacion con los
ecotipos costeros, probablemente por diferencias en habitat y dieta. Curiosamente, la hibridacion entre

estos dos ecotipos resultd en una lectura intermedia de estos valores hematologicos (Cornell, 1983).

Ademas, en orcas, O. orca, colectados del medio silvestre, los conteos totales de glébulos blancos y
eosindéfilos fueron significativamente mas altos durante su recoleccion en comparacion con los valores
obtenidos cuando estan bajo cuidado humano, posteriores a su recoleccion, probablemente como

resultado de la disminucion de la carga de parasitos y el contacto con patdgenos (Cornell, 1983). Se ha
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observado que los valores hematoldgicos obtenidos de T. truncatus difieren entre los animales que han
estado en ayunas y los animales que han sido alimentados antes de la extraccién de sangre (Venn-
Watson y Smith, 2011). Se encontré que T. truncatus mantenido bajo cuidado humano mostraron un
conteo total de leucocitos mas bajo y significativamente menos granulocitos en comparacion con sus
contrapartes silvestres (Nouri-Shirazi et al., 2017). Ruiz et al. (2009) reportaron que T. truncatus
mantenido bajo cuidado humano en un sistema cerrado tuvieron un conteo de eosinofilos menor que el
de los animales silvestres, mientras que una tercera poblacion que se mantuvo bajo cuidado humano en
una bahia abierta presentdé un conteo intermedio. Los resultados observados con respecto al conteo
diferencial y el conteo total de leucocitos de mamiferos marinos probablemente se deban a variaciones
naturales entre individuos, genética, nutricion, ambiente, dieta y estilo de vida (Terasawa et al., 1999;
McFarlane et al., 2001; Chmielewski et al., 2016). Es probable que estos factores, entre otros, también
contribuyan a los cambios en el conteo diferencial cuando se exponen a un estimulo proinflamatorio,

como LPS.

Numerosas restricciones éticas rodean la experimentacion con inmunotoxinas en mamiferos marinos
(Levin et al., 2007). Junto con la falta de disponibilidad general de los ensayos de funcién inmune
(Ruiz et al., 2009), se han realizado pocos estudios sobre los cambios en la inmunidad innata con la
edad (Venn-Watson y Smith, 2011) y existen menos estudios que analicen los efectos de LPS en
mamiferos marinos. Hasta donde sabemos, no se han realizado estudios sobre posibles cambios en los
conteos diferenciales en mamiferos marinos utilizando LPS como estimulante inmunitario. Como los
mamiferos marinos y sus dietas se encuentran con frecuencia en ambientes contaminados, los estudios

inmunoldgicos son cada vez mas importantes y relevantes en el campo de la conservacion.

8.3. Produccion de radical superdxido en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en
respuesta a lipopolisacaridos

Las ERO son producidas por células inmunes durante el metabolismo normal del O,, durante la
fagocitosis, y en respuesta a la reperfusion (Fridovich y Freeman, 1986; Mariscalco, 1993; Halliwell,
1999; Kevin et al., 2005). Durante el metabolismo normal, 1-4% del O, se reduce a ERO por medio de
la ETC dentro de la membrana mitocondrial interna (Kevin et al., 2005). En H. sapiens, hay hasta una
docena de mitocondrias distribuidas por el citoplasma de los leucocitos, lo que contribuye a la

produccién de ERO (Anderson, 1966). En los fagocitos, los complejos citosélicos y unidos a la
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membrana celular de NADPH oxidasa producen ERO durante la destruccion de materiales extrafios
(Fridovich y Freeman, 1986; Babior, 1999; Itou et al., 2001; Shiraishi et al., 2002). Las respuestas
inmunitarias del hospedero a materiales extrafios varian en relacion con la especie, los individuos
(diferencias en la dieta, tasa metabolica, sexo, edad, entre otros), y el patégeno que se presenta, la dosis
y los métodos de administracion (por ejemplo, intravenoso, in vitro) (Lehmann et al., 1987; McFarlane
et al., 2001; Copeland et al., 2005; Miller et al., 2005; Keogh et al., 2011).

En este estudio, en condiciones control (ausencia de LPS), tanto a las 24 como a las 48 h, la produccién
de ERO fue evidente en los leucocitos de H. sapiens y T. truncatus gilli, probablemente asociados a
procesos metabolicos naturales como la sintesis de ATP y la apoptosis celular (Geering et al., 2013;
Granger y Kvietys, 2015). Los neutréfilos circulantes no estimulados tienen una esperanza de vida de
aproximadamente 90 h, después de lo cual, entran en proceso de apoptosis (Pillay et al., 2010), lo que
resulta en la produccion de ERO. (ltou et al., 2001). Después de 24 h en presencia de LPS (10 pg LPS
mL™), se registré una mayor produccién de ERO (NS) en los leucocitos de H. sapiens en comparacion
con T. truncatus gilli. Estos resultados son similares a los reportados por Shiraishi et al. (2002), ya que
los neutrofilos de H. sapiens y vacas Holstein (Bos taurus) incubados durante 30 minutos con LPS de
E. coli mostraron una actividad respiratoria més alta a concentraciones de 50, 250 y 500 pg LPS mL™,
en comparacion con los neutréfilos de T. truncatus. Sin embargo, en este estudio, después de 48 h de
exposicion a LPS (10 ug LPS mL™), los leucocitos de T. truncatus gilli mostraron una produccion de
ERO significativamente mayor en comparacion con los leucocitos de H. sapiens. Este resultado fue
sorprendente, ya que se esperaba una respuesta inmune mas fuerte al LPS, en forma de aumento de la
produccion de ERO a partir de los leucocitos de H. sapiens. Esto se basé en (1) estudios previos que
sugirieron que H. sapiens muestra respuestas inmunes rapidas y fuertes cuando se expone a
concentraciones bajas de LPS, en comparacion con otras especies (Wolf, 1973; Ulevitch y Tobias,
1999; Guha y Mackman, 2001; de Vos et al., 2009); (2) se observo una LC,s mas baja en este estudio
después de 48 h de exposicién a LPS en los leucocitos de H. sapiens (6.968 pg LPS mL™) en
comparacién con T. truncatus gilli (14.114 pg LPS mL™) (seccién 7.1), y (3) después de 48 h de
exposicion a LPS, observamos significativamente mas eosinofilos y mas (NS) neutréfilos y monocitos
en H. sapiens en comparacion con T. truncatus gilli (seccion 7.2). No fue posible analizar el conteo
diferencial de las alicuotas utilizadas para determinar la produccion de ERO ya que los leucocitos son
fijados para su observacion. Es posible que la cantidad actual de fagocitos en esas alicuotas varie entre
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H. sapiens y T. truncatus gilli en relacion con las alicuotas representativas (seccién 7.2), lo que influye
en la produccién de ERO (Keogh et al., 2011). Los fagocitos aumentan su ingesta de oxigeno durante
el estallido respiratorio, lo que resulta en la produccion de ERO a partir de una combinaciéon de
fagocitosis y metabolismo de O, mitocondrial (Sies y Cadenas, 1985; Keogh et al., 2011). Con estos
factores en mente, es posible que los leucocitos de T. truncatus gilli aumenten el metabolismo del O,
en mayor grado, en comparacion con los leucocitos de H. sapiens, como un medio para terminar rapida

y eficazmente las respuestas proinflamatorias iniciadas por LPS.

8.4. Defensas antioxidantes en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en respuesta a
lipopolisacaridos

Las enzimas antioxidantes brindan defensa a las células y tejidos de mamiferos marinos y terrestres en
respuesta a las ERO generadas a través del metabolismo normal dentro de las mitocondrias, ciclos de
isquemia y reperfusion y la fagocitosis de invasores extrafios (Fridovich y Freeman, 1986; Mariscalco,
1993; Halliwell, 1999; Kevin et al., 2005). Los mamiferos marinos buceadores, como T. truncatus,
enfrentan fluctuaciones mas extremas en la disponibilidad de O,, en comparacién con los mamiferos
terrestres, como H. sapiens; los mamiferos marinos generalmente tienen mayores defensas bioquimicas
en forma de antioxidantes en comparacion con otras especies de mamiferos (Corsolini et al., 2001). De
manera similar, el aumento en las defensas antioxidantes es esencial para reducir la probabilidad de

dafio oxidativo inducido por eventos proinflamatorios (Marikovsky et al., 2003).

En este estudio, observamos que los leucocitos de T. truncatus gilli mostraron defensas antioxidantes
significativamente mas altas, con la excepcion de SOD, tanto a las 24 como a las 48 h (en ausencia y
presencia de LPS (10 pg LPS mL™)), en comparacién con los leucocitos de H. sapiens. Estos
resultados coinciden, en general, con el estudio de Wilhelm Filho et al. (2002), en el cual se reportd
que los eritrocitos de varias especies de mamiferos marinos mostraron defensas antioxidantes mas altas
en comparacion con varias especies de mamiferos terrestres (seccion 2.3). Modificaciones en la
expresion de las enzimas antioxidantes pueden ocurrir durante periodos de mayor produccion de ERO
(Halliwell y Gutteridge, 1999; Davies, 2000), incluyendo durante las respuestas proinflamatorias. Es
probable que las diferencias en las defensas antioxidantes observadas en los leucocitos de H. sapiens y
T. truncatus gilli después de una respuesta proinflamatoria sean representativas de las adaptaciones en

la respuesta antioxidante en relacion con cambios en las necesidades metabodlicas (Sies, 1997). Este
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concepto fue propuesto por Yam et al. (1978), quienes observaron un aumento significativo de los
antioxidantes enzimaticos, incluidas SOD, GPx y GR, en los pulmones de R. norvegicus domestica
neonatos después de la exposicion a 96-98% de O, durante 24, 48 y 72 h, en comparacion con los
neonatos expuestos al aire atmosférico. De manera similar, después de la exposicion a LPS de E. coli,
las actividades antioxidantes de SOD, GR, y GST en el higado de M. musculus cepa Balb/c aumentaron
en 1.7, 1.5 y 1.8 veces, respectivamente, en comparacion con los controles, como medio de reducir el
dafio oxidativo (Kurhaluk et al., 2018). Después de 48 h de exposicién a LPS (10 pug LPS mL™), en
este estudio, se encontrd que los leucocitos de T. truncatus gilli mostraron actividades de GST y GR
significativamente mayores en comparacion con 24 h y en comparaciéon con los leucocitos de H.
sapiens. En estas mismas condiciones, en comparacion con 24 h, los leucocitos de H. sapiens
mostraron actividades de GR y GST significativamente mas altas, que corresponden con el aumento no
significativo observado en la produccion de ERO (seccion 7.3). Estos resultados son similares a los
reportados por Wilhelm Filho et al. (2002), quienes reportaron que los eritrocitos de mamiferos
marinos mostraron, en promedio, 1.2 veces mas actividad GST y 2.6 veces mas actividad GR en
comparacion con varias especies de mamiferos terrestres. Asi como GST cataliza la conjugacién de
GSH con electrofilos reactivos, como los grupos carbonilo, con fines de eliminacion (Sies, 1997), es
posible que los leucocitos de T. truncatus gilli muestran una mayor capacidad de eliminar grupos
reactivos, en comparacion con los leucocitos de H. sapiens. Vazquez-Medina et al. (2007) reportaron
actividades de GR y concentraciones de GSH significamente mayores en tejidos de P. hispida hispida
en comparacion con tejidos de S. scrofa domesticus, indicando una mayor capacidad para reciclar GSH.
Como GR cataliza la reposicion de GSH a partir de GSSG (Sies, 1997), es posible que los leucocitos de
T. truncatus gilli muestran una mayor capacidad para reciclar GSH en comparacion con los leucocitos

de H. sapiens.

En general, los leucocitos de H. sapiens mostraron una mayor actividad de SOD en comparacion con
los leucocitos de T. truncatus gilli. Estos resultados difieren de los de Wilhelm Filho et al. (2002),
quienes observaron que los eritrocitos de los mamiferos marinos muestran aproximadamente 5.5 veces
mas actividad de SOD en comparacion con los mamiferos terrestres. En este estudio, después de 48 h
de exposicién a LPS (10 pg LPS mL™), se observé un aumento (NS) en la actividad de SOD,
probablemente en relacion con el aumento significativo en la produccion de ERO (seccién 7.3). Como
la actividad de SOD no aumento significativamente en relacion con la produccion de ERO en estas
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condiciones, es posible que el desafio proinflamatorio no fue suficiente para influir significativamente
en la actividad de SOD en los leucocitos de T. truncatus gilli, o bien, que la actividad de SOD no

aumente hasta que se haya alcanzado un umbral de produccion de ERO.

Durante la destruccién de patdgenos, los fagocitos producen ERO incluyendo O, y H,0, (Fridovich y
Freeman, 1986). GPx y CAT actlan para reducir H,O, a H,O (Kelly et al., 1998). Sin embargo, la CAT
muestra actividad principalmente durante los periodos de mayor produccion de H,O,, cuando éste
permea del sitio de produccion (Baud et al., 2004; Kevin et al., 2005), como se puede observar en los
sitios de inflamacién (Burdon, 1995). Después de 48 h de incubacion con LPS (10 pg LPS mL™), los
leucocitos de H. sapiens mostraron un aumento (NS) en la actividad tanto de GPx como de CAT,
probablemente en relacién con el aumento (NS) en la produccion de ERO (seccién 7.3). En contraste,
los leucocitos de T. truncatus gilli mostraron un aumento significativo tanto en la actividad de GPx
como de CAT, probablemente en relacion con el aumento significativo en la produccién de ERO
(seccidn 7.3). Estos resultados son similares a los reportados por Wilhelm Filho et al. (2002) quienes
observaron aproximadamente 5.1 veces mas actividad de GPx y 1.6 veces mas actividad de CAT en los
eritrocitos de varias especies de mamiferos marinos, en comparacion con varias especies de mamiferos
terrestres. Con base en los resultados de este estudio, es probable que los antioxidantes enzimaticos en
los leucocitos de T. truncatus gilli contribuyan significativamente a la defensa contra ERO producidas

durante una respuesta proinflamatoria, en comparacién con los leucocitos de H. sapiens.

8.5. Dafio oxidativo en leucocitos de Homo sapiens y Tursiops truncatus gilli en respuesta a
lipopolisacaridos

Los acidos grasos (AG) constituyen hasta el 80% del peso de todos los lipidos de membrana en las
membranas celulares de los mamiferos (Spector y Yorek, 1985; Delplanque y Jacotrot, 1987; Poggi et
al., 2015). Los AG insaturados son los mas susceptibles a la peroxidacion lipidica debido a la presencia
de dobles enlaces (Fridovich y Freeman, 1986; Rustan y Drevon, 2005; Ayala et al., 2014). Los
leucocitos y otras células inmunes incorporan AG insaturados libres en sus membranas celulares,
haciéndolos méas susceptibles al dafio oxidativo (Rustan y Drevon, 2005; Calder, 2008; Poggi et al.,
2015). Sin suficientes defensas antioxidantes, la formacion de aldehidos después de la peroxidacion
lipidica puede resultar en dafio a las proteinas unidas a las membranas y, por lo tanto, en la pérdida de

la integridad, estructural y funcional, de las membranas (Ayala et al., 2014).
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En este estudio, después de 48 h de incubacién con LPS (10 ug LPS mL™), se observé un aumento
significativo en las concentraciones de TBARS en los leucocitos de T. truncatus gilli, en comparacion
con 24 h. En estas condiciones, la produccion de ERO fue significativamente mayor (seccion 7.3) y la
actividad antioxidante (seccion 7.4) fue generalmente mayor en los leucocitos de T. truncatus gilli, en
comparacion con los respectivos controles (48 h, ausencia de LPS). Estos resultados son consistentes
con lo reportado en otros estudios. Tras una inyeccion IP de 100 ug de LPS 100 g™ de peso corporal en
M. auratus, las concentraciones séricas de TBARS aumentaron en un 83% después de 48 h (Memon et
al., 2000; seccion 2.4). En este estudio, después de 48 h de exposicion a LPS, los leucocitos de T.
truncatus gilli también mostraron una concentracion de TBARS significativamente mayor en
comparacion con los leucocitos de H. sapiens. Estos resultados difieren de los reportados por Wilhelm
Filho et al. (2002), ya que el suero de varias especies de mamiferos terrestres mostrd una concentracion
de TBARS 3.3 veces mayor que la de varias especies de mamiferos marinos (seccion 2.4). Dentro de
este estudio, las concentraciones mas altas de TBARS observadas en los leucocitos de T. truncatus gilli
después de 48 h de exposicién a LPS (10 pg LPS mL™), probablemente ocurrieron en relacién con el
aumento significativo en la produccion de ERO (seccion 7.3) en comparacién con los leucocitos de H.
sapiens. Por lo tanto, es probable que el dafio oxidativo a lipidos observado en los leucocitos de T.
truncatus gilli ocurriera en respuesta a la produccién de ERO, inducida por fagocitosis, como medio

para terminar la respuesta proinflamatoria.

Después de la exposicion a LPS (10 ug LPS mL™) durante 24 h, los leucocitos de H. sapiens mostraron
una concentracion de TBARS significativamente mayor en comparacion con aquellos en ausencia de

LPS, y en comparacidon con los leucocitos de T. truncatus gilli (en ausencia y presencia de LPS).

Después de 48 h de incubacién en ausencia de LPS, los leucocitos de H. sapiens mostraron una
concentracion de TBARS significativamente mayor en comparacion con la presencia de LPS, asi como
en comparacion con los leucocitos de T. truncatus gilli (en ausencia y presencia de LPS). En los
leucocitos de H. sapiens, de 96 observaciones (12 individuos, 4 tratamientos por duplicado), 83 (86%)
estuvieron por debajo del limite de deteccion del ensayo, mientras que en los leucocitos de T. truncatus
gilli, de 96 observaciones (12 individuos, 4 tratamientos por duplicado), 96 (100%) estaban por debajo
del limite de deteccion. Es posible que otros factores, como las diferencias en la dieta o en el contenido
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de lipidos en cada poblacion de leucocitos, entre especies impulsen estos resultados. Para garantizar la

precision, se sugiere que se repita el ensayo.

En general, los leucocitos de H. sapiens mostraron concentraciones mas altas de carbonilos proteicos
en comparacion con los leucocitos de T. truncatus gilli. Esta diferencia se observd en condiciones
control (ausencia de LPS), a las 24 y 48 h, asi como después de la exposicién a LPS (10 pg LPS mL™)
durante 24 y 48 h. Se han reportado anteriormente resultados similares. Se reportaron en masculo
esquelético de M. angustirostris concentraciones de carbonilos proteicos ligeramente mas bajas (NS)
en los controles despueés de la incubacion durante 1, 6 y 12 h, en comparacion con los musculos de H.
sapiens (Del-Aguila-Vargas et al., 2019). En este estudio, después de 24 y 48 h de exposicion a LPS
(10 pg LPS mL™), los leucocitos de T. truncatus gilli mostraron defensas antioxidantes mas altas
(seccion 7.4), lo que probablemente contribuyd al menor dafio oxidativo a proteinas observado, en
comparacion con los leucocitos de H. sapiens. Los mamiferos marinos experimentan fluctuaciones
drasticas en la disponibilidad de O, durante de la respuesta al buceo. Para resistir estas condiciones, los
mamiferos marinos generalmente tienen mayores concentraciones de proteinas de unién a O,
(hemoglobina, mioglobina) y mayores defensas antioxidantes, en comparacion con los mamiferos
terrestres (Thorson y Le Boeuf, 1994; Kooyman y Ponganis, 1998; Corsolini et al., 2001; Wilhelm
Filho et al., 2002; Ponganis et al., 2003; Meir et al., 2009). Es posible que estas adaptaciones también
proporcionen apoyo a los leucocitos de los mamiferos marinos durante las respuestas proinflamatorias,

como un medio para reducir el dafio oxidativo.

8.6. Conteo diferencial de leucocitos de Tursiops truncatus gilli en respuesta a la exposicion a
lipopolisacaridos por sexo y estadio de madurez

No se observaron diferencias significativas en los leucogramas de T. truncatus gilli entre sexos. No se
observaron diferencias significativas en los leucogramas de T. truncatus gilli entre estadios de
madurez. Las posibles correlaciones entre el conteo total de leucocitos, el sexo y el estadio de madurez
se han analizado en elefantes marinos del norte (M. angustirostris), beluga (D. leucas) y orca (O. orca).
Cornell (1983) sugirio que el sexo no es un determinante del conteo total de glébulos blancos en orcas,
O. orca clinicamente sanas mantenidas bajo cuidado humano; sin embargo, reporto disminuciones en el
conteo total de leucocitos con la edad. En el caso de belugas, D. leucas, clinicamente sanas, mantenidas

bajo cuidado humano, el sexo y el estadio de madurez (juvenil y adulto) no se consideraron factores
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significativos en el conteo total de leucocitos (Cornell et al., 1988). Del mismo modo, la edad y el sexo
no se consideraron condicionantes significativas de leucocitosis (nimero de leucocitos arriba del limite
superior) en cachorros (1-6 meses de edad) de M. angustirostris rescatados, al comparar con animales
clinicamente sanos, con animales clinicamente sanos excepto por una leucocitosis moderada a marcada,
y con animales clinicamente anormales con leucocitosis moderada a marcada (Goldstein et al., 1998).

Al analizar las diferencias en los leucogramas con respecto a la edad y el estadio de madurez,
numerosos estudios han encontrado resultados similares a los reportados en este estudio; sin embargo,
también se han reportado resultados discrepantes. Fair et al. (2006) no observaron diferencias
significativas en los leucogramas entre sexos en T. truncatus, pero reportaron que los adultos mostraron
conteos de neutrdfilos absolutos significativamente mas altos en comparacion con los juveniles. Venn-
Watson et al. (2007) reportaron que T. truncatus hembras mostraron 1.4 veces mas linfocitos y 1.3
veces mas eosinofilos en comparacién con los machos. T. truncatus entre 5-10 afios de edad mostraron
1.0 veces menos neutrdfilos, 1.5 veces mas linfocitos, y 1.1 veces mas eosindfilos, en comparacion con
T. truncatus entre 10-30 afios de edad (Venn-Watson et al., 2007). Keogh et al. (2010) no encontraron
diferencias significativas entre sexos en los conteos diferenciales de lobos marinos de Steller
(Eumetopias jubatus); sin embargo, se observaron disminuciones relacionadas con la edad en los

conteos de neutréfilos.

Venn-Watson y Smith (2011) no observaron diferencias significativas entre las clases de edad en el
conteo total de linfocitos, monocitos, eosindfilos o basofilos en T. truncatus; sin embargo, observaron
aumentos significativos en el conteo total de neutréfilos con la edad. En H. sapiens se report6 que el
conteo de linfocitos puede cambiar con la edad como resultado de cambios progresivos en la
inmunidad, aunque no siempre se observan diferencias entre hombres y mujeres (MacKinney Jr, 1978;
Veneri et al., 2007; Chmielewski et al., 2016).

8.6.1. Produccion de radical superdxido en leucocitos de Tursiops truncatus gilli en respuesta a la
exposicion a lipopolisacaridos por sexo y estadio de madurez

El sexo aparentemente no es una variable determinante en la produccion de ERO en los leucocitos de T.
truncatus gilli, ya que sélo se observaron diferencias significativas entre machos y hembras después de
48 h de exposicion a LPS. En estas condiciones, en los leucocitos de los machos se observd una

produccién de ERO 2 veces mayor en comparacion con las hembras. Los resultados de este estudio son
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similares a informes anteriores en cetaceos y mamiferos terrestres. En los leucocitos de D. leucas, se
observo en los machos un estallido respiratorio aproximadamente 10 veces mayor en presencia de
acetato de miristato de forbol (MFA), en comparacion con las hembras (de Guise et al., 1995). De
manera similar, se encontré que las mitocondrias del higado de ratas Wistar (M. musculus) machos
producen 40% mas H,O, en comparacion con las hembras (Borrés et al., 2003). Los factores
ambientales pueden afectar la funcion inmunolégica (Calder, 2008). En Cabo Dolphins, los factores
ambientales como la filtracion del agua, la temperatura, la salinidad, entre otros, son monitoreados y
mantenidos constantes; es probable que otros factores puedan estar asociados a las diferencias en la
produccion de ERO observadas entre sexos después de 48 h de exposicion a LPS en este estudio. Las
diferencias en el contenido de fagocitos podrian ser un factor contribuyente. Dentro de las muestras
analizadas, los machos tuvieron aumentos (NS) en los conteos de neutréfilos y monocitos en
comparacion con las hembras. Como se mencion6 anteriormente (seccion 8.3), no se realizo el conteo
diferencial de las alicuotas sometidas a analisis para la produccion de ERO. Por lo tanto, es posible que,
en estas alicuotas, hubiese méas fagocitos en los machos, contribuyendo a una mayor produccion de
ERO en comparacion con las hembras. Otros factores que podrian explicar estas diferencias entre sexos
incluyen las diferentes capacidades de produccion de ERO entre las poblaciones de leucocitos y las
diferencias en el metabolismo, perfil hormonal, dieta, o capacidad de respuesta inmune entre individuos
(McFarlane et al., 2001; Kew et al., 2003; Miller et al., 2005; Keogh et al., 2011).

El estadio de madurez, en este estudio, aparentemente no fue un factor que contribuyé a la produccion
de ERO en los leucocitos de T. truncatus gilli, ya que no se observaron diferencias significativas entre
los tursiones inmaduros y maduros. Al analizar el conteo diferencial (seccién 7.6.1), no se observaron
diferencias significativas en los conteos de fagocitos entre estadios de madurez. Los resultados de este
estudio son similares a los reportados por Wenisch et al. (2000), quienes no encontraron diferencias
significativas en el estallido respiratorio (produccion de ERQO) en los neutréfilos entre H. sapiens
reproductivamente maduros (22-36 afos de edad), premenopausicos 0 menopausicos (38-56 afios de
edad) y senescentes (62-83 afios de edad) cuando fueron expuestos a E. coli. Ademas, al exponer los
leucocitos de D. leucas a MFA, no se observaron diferencias significativas en la capacidad de

fagocitosis y el estallido respiratorio entre animales inmaduros y maduros (de Guise et al., 2005).
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8.6.2. Actividad enzimatica en leucocitos de Tursiops truncatus gilli en respuesta a la exposicion a
lipopolisacaridos por sexo y estadio de madurez

El sexo aparentemente no fue una variable determinante en la actividad antioxidante enzimética en los
leucocitos de T. truncatus gilli en respuesta a la exposicién a LPS (10 pg LPS mL™), ya que sélo se
observaron diferencias significativas en la actividad de GST entre machos y hembras después de 48 h
de exposicion a LPS. En estas condiciones, los leucocitos de machos mostraron una actividad de GST
significativamente mayor, mientras que las actividades de SOD, CAT, GPx, y GR fueron solo
ligeramente superiores (NS) en comparacion con las hembras. Estos resultados difieren de lo reportado
por Borras et al. (2003), quienes observaron que las mitocondrias de M. musculus hembras mostraron
actividades de GPx y Mn-SOD significativamente més altas (> 2 veces), en comparacion con los
machos. En este estudio, el aumento de las defensas antioxidantes en los leucocitos de T. truncatus gilli
machos probablemente ocurrié en relacién con el aumento significativo en la produccion de ERO

(seccién 7.6.2) observado después de 48 h de exposicién a LPS (10 pg LPS mL™).

No se considerd que el estadio de madurez fuera un factor contribuyente en la actividad de las enzimas
antioxidantes en los leucocitos de T. truncatus gilli, ya que sélo se observaron diferencias significativas
en la actividad de SOD después de 48 h en ausencia de LPS. Después de 48 h de exposicion a LPS (10
ng LPS mL™), los leucocitos de animales maduros mostraron actividades generalmente mas altas (NS)
de SOD, CAT, y GST, probablemente en relacién con el ligero incremento (NS) en la produccion de
ERO (seccion 7.6.2) observado en comparacion con los leucocitos de T. truncatus gilli inmaduros. Al
analizar ratones macho endogamicos de la linea C57BL/6J, se observd que los eritrocitos de ratones
jévenes (1 mes) mostraron aproximadamente 1.2 veces mas actividad de SOD, 1.3 veces mas actividad
de GPx y 2 veces mas actividad de CAT en comparacion con ratones mayores (16 meses) (Wozniak et
al., 2004). En H. sapiens, los eritrocitos de grupos jovenes (20-32 afios) mostraron 2.6 veces mas
actividad de CAT en comparacion con los grupos senescentes (60-75 afios) (Prashant et al., 2007). En
los eritrocitos de camellos (Camelus dromedaries) inmaduros (9 meses) no se observaron diferencias
significativas en la actividad de SOD en comparacion con los animales maduros (12 meses), mientras
que los animales maduros mostraron 1.2 veces mas actividad de GPx y 1.3 veces mas actividad de
CAT en comparacion con animales inmaduros (Mousa et al., 2006). Por lo tanto, parece que las

defensas antioxidantes en relacién con el estadio de madurez dependen de cada especie, antioxidante, y
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tejido que se examinan, las etapas de vida extremas (recién nacidos frente a senescentes), y las

condiciones ambientales.

8.6.3. Dafo oxidativo en leucocitos de Tursiops truncatus gilli en respuesta a la exposicion a
lipopolisacaridos por sexo y estadio de madurez

El sexo no se considerd un factor significativo que afectara la peroxidacion lipidica en los leucocitos de
T. truncatus gilli durante la respuesta proinflamatoria, ya que soélo se observaron diferencias
significativas entre machos y hembras en ausencia de LPS después de 24 h de incubacion. En estas
condiciones, los leucocitos de las hembras mostraron concentraciones de TBARS 1.3 veces mayores en
comparacion con los leucocitos de los machos. En contraste con este estudio, Pansarasa et al. (2000)
reportaron que los masculos esqueléticos de los hombres (H. sapiens) entre las edades de 17-40 afios
mostraban una peroxidacion lipidica aproximadamente 1.9 veces mayor, en comparacién con las
mujeres. En este estudio, los leucocitos de T. truncatus gilli hembras después de 24 h de incubacion en
ausencia de LPS mostraron una produccion de ERO ligeramente menor (NS) (seccion 7.6.2), y

defensas antioxidantes generalmente mas altas (seccion 7.6.3), en comparacion con los machos.

Después de 48 h de incubacion con LPS (10 pg LPS mL™), no se observaron diferencias significativas
entre sexos en relacion con la peroxidacion lipidica. Los resultados de este estudio son similares a los
reportados por Sverko et al. (2004) quienes no observaron diferencias entre sexos en los niveles de
peroxidacién lipidica en higados de ratones hembra CBA de 1 y 10 meses de edad. De manera similar,
Pansarasa et al. (2000) no reportaron diferencias en la peroxidacion de lipidos de mudsculo esquelético

entre sexos en H. sapiens.

El estadio de madurez aparentemente no fue un factor significativo que contribuya a la peroxidacion
lipidica en los leucocitos de T. truncatus gilli expuestos a LPS, ya que sélo se observaron diferencias

significativas entre tursiones inmaduros y maduros en ausencia de LPS después de 48 h de incubacion.

En estas condiciones, los leucocitos de tursiones maduros mostraron una produccién de ERO similar
(NS) (seccion 7.6.2) y, en general, menos defensas antioxidantes (seccion 7.6.3) en comparacion con
los leucocitos de tursiones inmaduros. Después de 48 h de exposicién a LPS (10 pug LPS mL™), los

leucocitos de tursiones inmaduros y maduros mostraron concentraciones similares (NS) de TBARS.
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Estos resultados son similares a los obtenidos por Mousa et al. (2006) quienes no reportaron diferencias
en la peroxidacion de lipidos en los eritrocitos de C. dromedarius maduros e inmaduros. Sin embargo,
otras investigaciones reportan resultados diferentes. En un estudio de Wozniak et al. (2004), los
eritrocitos de los ratones maduros de la linea C57BL/6J (16 meses) mostraron 3 veces mas
peroxidacion lipidica en comparacion con los ratones inmaduros (1 mes). Los eritrocitos de H. sapiens
senescente (60-75 afios) mostraron 1.1 veces mas peroxidacion lipidica en comparacion con los

individuos sexualmente maduros (23-32 afos) (Prashant et al., 2007).

El sexo aparentemente no fue un factor significativo que afectara el dafio oxidativo a proteinas en los
leucocitos de T. truncatus gilli, ya que no se observaron diferencias significativas en los niveles de
carbonilos proteicos entre los leucocitos de tursiones machos y hembras. Valle et al. (2007) no
reportaron diferencias relacionadas con el sexo en la concentracion de carbonilos proteicos en las
mitocondrias hepaticas de M. musculus. No se reportaron diferencias relacionadas con el sexo en las
concentraciones de carbonilos proteicos en musculo esquelético de H. sapiens joven (17-40 afios),
adulto (41-65 afios) o de edad avanzada (66-91 afios) (Pansarasa et al., 2000).

El estadio de madurez aparentemente no fue un factor significativo que contribuya al dafio oxidativo a
proteinas en los leucocitos de T. truncatus gilli en respuesta a la exposicion a LPS (10 ug LPS mL™),
ya que no se observaron diferencias significativas. Similar a este estudio, Campbell et al. (2014) no
reportaron diferencias relacionadas con la edad en las concentraciones de carbonilos proteicos en los
cerebros de ratones de la cepa CB6F1 después de la exposicion a LPS de E. coli; aunque los animales
jévenes (4.5 meses) mostraron mas carbonilos proteicos (NS) en comparacién con los animales
mayores (26.5 meses). En este estudio, después de 48 h exposicién a LPS (10 pug LPS mL™), los
leucocitos de tursiones inmaduros mostraron una concentracion ligeramente mayor (NS) de carbonilos
proteicos en comparacién con los animales maduros. Noren et al. (2004) reportaron que las crias de T.
truncatus gilli (menos de 3.4 afios) pudieron bajar su frecuencia cardiaca a 42 latidos por minuto
durante la respuesta al buceo, mientras que los animales mas viejos (mas de 3.4 afios) pudieron
disminuir su frecuencia cardiaca a 24-30 latidos por minuto. Peddemors (1990) reporté que alrededor
de los 6 meses de edad, Tursiops spp. crias aumentaron significativamente su capacidad para contener
la respiracion entre 90 y 150 segundos. En este estudio, después de 48 h de incubacion con LPS (10 pg

LPS mL™Y), los leucocitos de tursiones maduros mostraron una produccién de ERO ligeramente mayor
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(NS) (seccion 7.6.2) y defensas antioxidantes generalmente mas altas (seccion 7.6.3), probablemente
contribuyendo a la concentracion de carbonilos proteicos ligeramente més baja (NS), en comparacion
con los leucocitos de tursiones inmaduros. Por lo tanto, como se reporta que la respuesta al buceo y las
defensas antioxidantes mejoran con la edad, el mayor contenido de carbonilos proteicos (NS)
observado, en este estudio, en los leucocitos de tursiones inmaduros en comparacion con los leucocitos

de tursiones maduros, podria estar relacionado con adaptaciones relacionadas con la edad.
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9. CONCLUSIONES

En este estudio, los leucocitos de H. sapiens y T. truncatus gilli se incubaron in vitro en ausencia y
presencia de LPS (10 pg LPS mL™) durante 24 y 48 h. Los indicadores de estrés oxidativo se
analizaron en cada tratamiento y se compararon entre especies, sexo (T. truncatus gilli), y estadio de
madurez (T. truncatus gilli). Para ambas especies, como se reportd en estudios anteriores, la
exposicion a LPS activo la respuesta inmune. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que
determina la LC o LD en mamiferos marinos después de una exposicion a LPS. En estudios previos se
reportdé que la LC y la LD en mamiferos terrestres varian con la especie, el tejido o linea celular

analizada, asi como con la cepa de LPS utilizada.

Después de 48 h de exposicion a LPS (10 pg LPS mL™), en los leucocitos de T. truncatus gilli aument6
significativamente la produccion de ERO, pero éstos tuvieron menor dafio oxidativo, en forma de
carbonilos proteicos, en comparacion con los leucocitos de H. sapiens. EI menor dafio oxidativo en los
leucocitos de T. truncatus gilli podria deberse a una mayor actividad enzimaética antioxidante en
comparacion con los leucocitos de H. sapiens. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que las mayores
defensas antioxidantes proporcionan a los tejidos de mamiferos marinos una proteccién adicional
contra situaciones que propician estrés oxidativo, como la inflamacién, en comparacion con los tejidos
de mamiferos terrestres. El sexo y el grupo de edad no se consideraron factores que afecten a la

respuesta inmune después de un reto proinflamatorio en los leucocitos de T. truncatus gilli.

Después de 48 h de incubacion, la LCys de LPS en los leucocitos de H. sapiens se determiné como
6.968 pg de LPS mL™?, mientras que en los leucocitos de T. truncatus gilli, la LCys de LPS se
determiné como 14.114 pg de LPS mL™. Aunque la LC,s de los leucocitos de T. truncatus gilli fue
mayor que la de los leucocitos de H. sapiens después de 48 h de exposicion a LPS, los leucocitos de T.
truncatus gilli mostraron una mayor respuesta (aproximadamente 1.9 veces mas produccién de ERO,
7.9 veces mas actividad de CAT, 2.1 veces mas actividad de GPx, 11.1 veces mas actividad de GR, y

3.2 veces mas actividad de GST), en comparacion con los leucocitos de H. sapiens.

En los mamiferos, el letargo es un sintoma comun cuando se experimenta una respuesta
proinflamatoria. Sin embargo, a diferencia de H. sapiens y los mamiferos marinos anfibios, como los

pinnipedos, los cetaceos no pueden recuperarse en tierra. La capacidad reducida de los cetaceos
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letargicos para escapar de predadores, como los tiburones, conduce a una mayor posibilidad de
depredacion. En casos como éstos, la rdpida terminacion de la respuesta proinflamatoria puede
considerarse una ventaja evolutiva. Los resultados de este estudio podrian tomarse para sugerir que los
sistemas inmunoldgicos de los mamiferos marinos son mas adecuados para la terminacion eficiente de

las respuestas proinflamatorias en comparacion con sus contrapartes terrestres.

9.1. Preguntas sin respuesta (nueva frontera)

Nuestro conocimiento sobre el sistema inmunologico y los mecanismos de la respuesta inmune en
mamiferos marinos, especialmente cetaceos, es limitado (de Guise et al., 1995; Beineke et al., 2010;
Bossart et al., 2019). Para comprender mejor la respuesta inmune y como influye en las condiciones de
estrés oxidativo, existen muchas posibilidades para estudios futuros. Las posibilidades incluyen lo

siguiente.

1) Una de las limitaciones de este estudio es que los indicadores de estrés oxidativo en los leucocitos de
T. truncatus gilli y H. sapiens sélo se midieron tras 24 y 48 h de incubacion en ausencia o presencia de
LPS (10 pg LPS mL™). Como estos indicadores no se determinaron después de una exposicion a corto
plazo a LPS, se desconocen los cambios en la respuesta inmune que conducen al reto proinflamatorio.

Los estudios futuros podrian replicar nuestra metodologia utilizando varias concentraciones de LPS por
encima y por debajo de la LC,s para cada especie. Asimismo, se recomienda determinar los indicadores
de estrés oxidativo cada hora hasta las 48 h de exposicion a LPS. Esto proporcionaria informacion

sobre las respuestas a corto y largo plazo durante diferentes grados de una respuesta proinflamatoria.

2) Este estudio se limité a analisis in vitro y no se pudo determinar la sensibilidad de la respuesta
inmune después de un reto proinflamatorio con LPS. Estudios previos han sugerido que H. sapiens
representa el modelo mas sensible a la exposicion a LPS, ya que sus respuestas fisioldgicas (cambios
de temperatura, presion arterial, frecuencia cardiaca, reclutamiento de células inmunes, entre otros),
ocurren rapidamente después de la exposicion a pequefias dosis de LPS (Wolff, 1973). Sin embargo,
estos estudios comparativos no han incluido mamiferos marinos como modelo. Estudios futuros

también podrian determinar la produccién de factores inmunes, como las citocinas, después de un reto
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proinflamatorio como un medio para comparar la sensibilidad inmune entre mamiferos terrestres y

marinos.

3) La dieta afecta las respuestas inmunes ya que las células inmunes, como los leucocitos, son capaces
de captar e incorporar AG libres de la dieta en sus membranas celulares (Rustan y Drevon, 2005;
Calder, 2008; Poggi et al., 2015). Los mamiferos marinos, como T. truncatus, consumen grandes
cantidades de peces grasos Yy, por tanto, AGs poliinsaturados Q-3 (Pham-Huy et al., 2008; Calder,
2015). A su vez, los AG insaturados en las membranas celulares son mas propensos a la oxidacion, en
comparacion con los AG saturados, lo que coloca a estas células en un mayor riesgo de estrés oxidativo
(Fridovich y Freeman, 1986; Rustan y Drevon, 2005; Ayala et al., 2014). Los estudios futuros podrian
analizar el contenido de AG de los leucocitos en los mamiferos marinos para determinar cémo la dieta,
asi como los suplementos vitaminicos, pueden afectar el dafio oxidativo durante la respuesta

proinflamatoria.

4) Se ha sugerido que los tursiones silvestres tienen un sistema inmunolégico méas regulado en
comparacion con las que se mantienen bajo el cuidado humano (Fair et al., 2017). Como este estudio se
realiz6 utilizando leucocitos de T. truncatus gilli mantenidos bajo cuidado humano en condiciones
cerradas (sistemas de agua estrechamente controlados, cargas parasitarias reducidas/ausentes,
exposicion reducida a patdgenos), es posible que los indicadores de estrés oxidativo después de un reto
proinflamatorio difieran en animales silvestres. Los estudios futuros deben tener como objetivo replicar

este estudio utilizando leucocitos de tursiones libres para comparar con estos resultados.

5) Los mecanismos de la respuesta inmune, como las vias de sefializacién, las interacciones entre
células y las funciones de ciertas células inmunes, como los baséfilos, particularmente en mamiferos
marinos, son poco conocidas. Los estudios futuros podrian enfocarse en investigaciones detalladas de
estos temas, para permitir una mejor comprension de la respuesta inmune durante los retos

proinflamatorios.
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Tabla IA. Conteo diferencial de leucocitos en muestras de Tursiops truncatus gilli (n = 12) y Homo sapiens (n = 12) previo (0 pg LPS mL™) y

posterior (10 ug LPS mL™) a exposicion a lipopolisacéridos (LPS). Los resultados se muestran como promedio + error estandar.

Homo sapiens

Tursiops truncatus gilli

" m
L g 3 g 8 3 g 3 g 3 3
255 | B g S g = S E S 5 =
~ £ |a 5 ‘c 'S S & 5 ‘c 'S 5 @
D g (7] = o m (<) = o m
3 kS z - L = = 0 S S
|_
0 0 . . . .
521+ 1.4 354+15 | 10.3+1.8 01+01 | 21+ 07 53.3+3.4 30.4+3.7 | 16.1+0.6 03+0.2 | 0.1+0.08
24 Aa Aa * a E a *
10.9+1.8 80.6 +3.0 6.7+1.6 01+0.1 1.7+05 18.5+6.8 753+75 6.0+ 1.6 0.0+0.0 0.0+0.0
48 * * * *
0.3+02™%® | 926+1.4% | 49+15% | 0.1+01 | 22+0.7™ |11.6+48™" | 844+54® | 39+1.0* | 0.08+0.08 | 0.0+0.0
10 24 Aa Aa * *a a a a a *
346+45 58.0£5.0 64+15 | 0.3+0.15 | 0.6+0.3 222+59 72.7+6.3 52+1.3 52+1.3 0.0+0.0
48 . . . .
183+4.4 | 71.7+4.9° | 88+1.0™ | 01+01 | 1.1+05™ | 17.3+43* | 79.1+48% | 36+08™ | 0.08+0.08 | 0.0+0.0

Diferencias significativas (p < 0.05) * entre especies en el mismo tiempo de incubacién y la misma concentracién de lipopolisacaridos,  en la misma especie y al mismo tiempo de

incubacion con diferentes concentraciones de lipopolisacéridos, # en tiempos de incubacion diferentes que 0 horas, ®en el tiempo diferente que 24 horas con la misma concentracion
de lipopolisacaridos.
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Tabla I1A. Produccién de radical superéxido (O,”, nanomoles miligramo™ de proteina minuto™) en los leucocitos de Homo sapiens (n = 12) y
Tursiops truncatus gilli (n = 12) en cultivo primario en ausencia (0 pg LPS mL™) o presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacéridos (LPS) a 24 y

48 horas de incubacion.

O," (nanomoles miligramo™ proteina minuto™)

n @
o | .
- é Homo sapiens Tursiops truncatus gilli
=2 o
=z - o
¢ 5 |5
3 E |F
24 * *
0 0.156 £ 0.011 0.089 +0.011 ?
48 Aa
0.135 + 0.008 0.137 £ 0.02
10 24 0.138 +0.013 0.115+0.026 °
48 * *Aa
0.15+0.016 0.291 + 0.039

Diferencias significativas (p < 0.05) " entre especies, * dentro de la misma especie y tiempo de incubacién con diferentes concentraciones de lipopolisacaridos, * dentro de la misma

especie y concentracion de lipopolisacaridos en diferentes tiempos de incubacion.
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Tabla I1A. Actividad enzimética (U mg™ proteinas) de (A) superdxido dismutasa (SOD), (B) catalasa (CAT), (C) glutatién peroxidasa (GPx), (D)
glutatién reductasa (GR), y (E) glutatién S-transferasa (GST) en los leucocitos de Homo sapiens (n = 12) y Tursiops truncatus gilli (n = 12) en
cultivo primario expuestos a lipopolisacéridos (LPS; 10 pg LPS mL™ por 24 0 48 h).

(A)SOD (U mg™ proteina)

(B) CAT (U mg™

(C)GPx (U mg™

(D)GR (Umg™

(E)GST (U mg™

proteina) proteina) proteina) proteina)
RN . . . .
E | O ] Tursiops Tursiops Tursiops Tursiops
o |2 ] Tursiops Homo Homo Homo Homo
3 | = | Homo sapiens N _ truncatus _ truncatus _ truncatus _ truncatus
> | 8§ truncatus gilli | sapiens o sapiens . sapiens . sapiens o
2| € gilli gilli gilli gilli
n 5
5 E
0 |24 | 60552+618.7" | 2515.7+566.6™ | 26+14 195+94" 2.37+0.39 292+074 | 212+053™ | 1286+3.62" | 028+0.04™ | 0.59+0.10
48 | 2893.0 +658.07% | 1645.8 +333.2 74+33 | 326+107" | 1.84+041 2.63+0.57 1.32+025 | 952+392™ | 029+0.04" | 0.56+0.09™
10 | 24 | 3207.4+701.3" | 1393.4+304.17" 36+1.3 15.0 + 8.1 1.68+029 | 1.86+026° | 0.73+0.15% | 9.37+4.08° | 0.2+0.03* | 0.47 £0.08™
48 | 2116.4+419.3% | 1644.2+293.4 113+54 | 89.1+186™* | 214+055 | 434+106° | 1.67+027% | 186+361 | 033+0.04° | 1.06+0.18™¢

Diferencias significativas (p < 0.05) * entre especies, “ dentro del mismo especie y tiempo de incubacién, pero con concentraciones diferentes de lipopolisacéridos, ® dentro del
mismo especie y concentracion de lipopolisacaridos, pero con tiempos de incubacion diferentes.
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Tabla IVA. Concentracion de (A) sustancias reactivas del &cido tiobarbitarico (TBARS, nmol miligramo™ de proteina), y (B) carbonilos proteicos
(umol miligramo™ de proteina) en los leucocitos de Homo sapiens (n = 12) y Tursiops truncatus gilli (n = 12) en cultivo primario en ausencia (0 g
LPS mL™) o presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacéridos (LPS) a 24 y 48 horas de incubacion.

(A) TBARS (nanomoles miligramo™ de proteina)

(B) Carbonilos proteicos (umol miligramo™ de

proteina)
0 [
o, 2
;', = Homo sapiens Tursiops truncatus gilli Homo sapiens Tursiops truncatus gilli
2 - %
o 7| E
% el E
0 24 0.0016 + 0.000087 “2 0.0045 + 0.00024 “** 3.78 £ 0.50 2.58 £ 1.26
48 0.032 +0.026 ~ 0.0037 + 0.00026 "2 340+044" 1.74+057"
10 24 0.031 +0.013 *2% 0.0037 + 0.00029 "2 ? 3.78+ 059" 1.11+051"
48 0.0017 + 0.000055 *? 0.0048 + 0.00015 4@ 3.94+048" 1.93+0.67 "

Diferencias significativas (p < 0.05) * entre especies, * dentro de la misma especie y tiempo de incubacién con diferentes concentraciones de lipopolisacéridos, 2 dentro de la misma
especie y concentracion de lipopolisacaridos en diferentes tiempos de incubacion.



Tabla VA. Conteo diferencial de leucocitos en las muestras de Tursiops truncatus gilli machos (n = 5) y hembras (n = 7) previo (0 ug LPS mL™Y) y

posterior (10 ug LPS mL™) a exposicion a lipopolisacaridos (LPS). Los resultados se muestran como promedio + error estandar.
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Machos Hembras
" z
5 _ |5 | 8 g g 8 3 g g g 8 g
2L |3 B 3 g S 5 g 8 o 8 =
S, E |2 5 = '3 5 @ 5 = 2 5 @
1 5 2 - 0 = @ Z 3 A = o
_ =
|_
0 0 53.6+72 | 31.0+75 | 148+02 | 04+04 | 02+02 | 53.1+34 | 30.0+38 17+09 | 0.14+0.14 | 0.0+0.0
24 19.6+10.0° | 76.4+12.4% | 40+26% | 00+0.0 | 00+00 | 17.7+98* | 744+10.1% | 7.4+2.0° | 00+0.0 | 0.0+0.0
4
8 128+7.4% | 850+84% | 20+0.9° | 02+02 | 0.0+00 | 107+6.8® | 840+76® | 53+1.3* | 00+00 | 0.0%0.0
10 24 a a a a a a
204+72% | 762+86% | 3.4+1.6% | 0.0+00 | 00+00 | 23.4+9.1% | 701+9.3% | 6.4+19 0.0+00 | 0.0+00
4
8 19.4+7.0% | 76.8+82% | 36+1.3* | 0.2+02 | 00+00 | 157+58% | 80.7+6.4® | 36+1.1* | 0.0+00 | 0.0+0.0

Diferencias significativas (p < 0.05) * entre sexos en el mismo tiempo de incubacion y la misma concentracion de lipopolisacaridos, * en el mismo sexo y tiempo de incubacion con
diferentes concentraciones de lipopolisacéridos, # en tiempos de incubacién diferentes que O horas, ® en tiempos diferente que 24 horas con la misma concentracion de

lipopolisacéridos.
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Tabla VIA. Conteo diferencial de leucocitos en las muestras de Tursiops truncatus gilli inmaduros (n = 5) y maduros (n = 7) previo (0 ug LPS mL"
1) y posterior (10 pg LPS mL™) a exposicion a lipopolisacaridos (LPS). Los resultados se muestran como promedio * error estandar.

Inmaduros Maduros
f) %\ (72] w wn wn
Y = 8 2 8 g 8 2 S = 2 S
| £ = b= = = = = = = = =
(=] - O (] O Q = O (] O Q =
3 el @] o O o o o N
- E |8 | 3 = 5 : 3 < s :
L 5 Z - L = 0 z ~ D = =
|_
0 0
54 .0+6.7 300+74 | 154+07 | 06+x04 | 00+00 | 529+38 30.7+40 | 166+09 | 0.0+0.0 | 0.14+0.14
24
33.6+135% | 60.0+15.8° | 6.4+25% | 0000 | 00+00 | 7.7+3.2% | 86.1+3.1% | 5722 | 0.0+0.0 0.0+0.0
48
23.4+95 | 722+113% | 42+18* | 02+02 | 00+00 | 3.1+15 | 93.1+1.2% | 37+1.1* | 0.0+0.0 0.0+0.0
10 24 a a a Aa Aa a
31.0+13.1% | 65.8+14.4% | 32+15% | 00+00 | 00+00 | 159+3.3 776+4.1 6.6+1.9 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0
4
8 224+92 | 742+106 | 34+17 | 00+00| 00+00 | 13.6+35% | 826+39* | 3.7+0.7% | 014+0.14 | 0.0+0.0

Diferencias significativas (p < 0.05) * entre estadios de madurez en el mismo tiempo de incubacién y la misma concentracion de lipopolisacaridos, * en el mismo estadio de
madurez y al mismo tiempo de incubacién con diferentes concentraciones de lipopolisacaridos, ® en tiempos de incubacién diferentes que 0 horas, ®en el tiempo diferente que 24
horas con la misma concentracidn de lipopolisacaridos.
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Tabla VIIA. Produccién de radical superéxido (O,", nanomoles miligramo™ de proteina minuto™) de (A) machos (n = 5) y hembras (n = 7), y (B)

inmaduros (n = 5) y maduros (n = 7) en los leucocitos de Tursiops truncatus gilli en cultivo primario en ausencia (0 pg LPS mL™) o presencia (10
Hg LPS mL™) de lipopolisacéridos (LPS) a 24 y 48 horas de incubacion.

(A) O," (nanomoles miligramo™ proteina minuto™) entre

(B) O, (nanomoles miligramo™ proteina minuto™)

Sexos entre estadios de madurez
m
n o
3 |8
= Z Machos Hembras Inmaduros Maduros
= o
¢ 5| 5
5 E|E
0 24 0.096 + 0.021 0.084 + 0.014 0.069 +0.019 0.104 +£0.012°
48 0.161 +£0.031 0.12 +0.014 2 0.136 £ 0.017 0.138 + 0.025 2@
10 24 0.123 +£0.043 0.109 + 0.034 0.074 £ 0.027 0.144 + 0.037
48 0.407 £ 0.054 " 0.207 + 0.026 “ 2 0.260 + 0.077 0.313+0.043 %

Diferencias significativas (p < 0.05) * entre sexos / estadios de madurez, * dentro del mismo sexo / estadio de madurez y tiempo de incubacién con diferentes concentraciones de

lipopolisacéridos, * dentro del mismo sexo / estadio de madurez y la misma concentracion de lipopolisacaridos en diferentes tiempos de incubacion.
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Tabla VIIIA. Actividad enzimatica (unidades miligramo™ proteina) de (A) superdxido dismutasa (SOD), (B) catalasa (CAT), (C) glutation
peroxidasa (GPx), (D) glutation reductasa (GR), y (E) glutation S-transferasa (GST) en los leucocitos de Tursiops truncatus gilli machos (n=5) y
hembras (n = 7) en cultivo primario en ausencia (0 pg LPS mL™) o presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de
incubacion.

(A)SOD (U mg™ proteina) (B) CAT (U mg™ (C)GPx (U mg™ (D)GR (U mg™ (E)GST (U mg™
proteina) proteina) proteina) proteina)
2 |8
% % Machos Hembras Machos Hembras | Machos | Hembras Machos Hembras Machos Hembras
2 o
2 |5
1 |
0 24 | 1627.3+200.5 | 3150.4 +910.4% | 22.3+22.3 176+63 | 3.1+10| 2811 145+83 | 11.7+2.8" 0.7+£0.2 05+£0.1
48 | 1500.6+229.6 | 1749.6+565.2 | 52.8+21.4 | 182+7.8 |3.1+11 | 23+07 | 54+14" | 125+6.6 | 05+0.1* | 06+0.1
10 |24 | 1480.8+492.7 | 1330.9+416.5 | 17.8+9.3" 13.1+127 11903 | 1.8x04 146+9.9 5.6 +0.7% 0.4+0.2° 05+0.1°
48 | 224174779 | 1217.4+298.2 | 127.1+19.8° | 61.9+24.7 | 56+16 | 34+14 | 20.1+65" | 175+45* | 1.5+04™ | 0.8+0.1™

Diferencias significativas (p < 0.05) * entre sexos, * dentro del mismo sexo y tiempo de incubacion, pero con concentraciones diferentes de lipopolisacaridos,  dentro del mismo

sexo y concentracion de lipopolisacaridos, pero con tiempos de incubacién diferentes.
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Tabla IXA. Actividad enzimatica (unidades miligramo™ proteina) de (A) superéxido dismutasa (SOD), (B) catalasa (CAT), (C) glutatién
peroxidasa (GPx), (D) glutatién reductasa (GR), y (E) glutation S-transferasa (GST) en los leucocitos de Tursiops truncatus gilli inmaduros (n = 5)
y maduros (n = 7) en cultivo primario expuestos a lipopolisacaridos (LPS; 10 pg LPS mL™ por 24 o 48 h) separados por estadio de madurez.

(A)SOD (U mg™ proteina)

(B) CAT (U mg™

(C)GPx (U mg™

(D)GR (U mg™*

(E) GST (U mg™

proteina) proteina) proteina) proteina)
2]
o< Inmaduros Maduros Inmaduros | Maduros | Inmaduros | Maduros | Inmaduros | Maduros | Inmaduros Maduros
2 | &
= | E
e |2
-4 |+
0 |24 |2485.1+5145" | 2537.6+939.6 54+44 29.6 £15.1 44+15 19+04 20.1+7.2" 1.7+24 0.8=+0.2 05+0.1
48 | 2621.4+499.4" | 949.0 + 189.4™ 16.9+9.4 43.8 + 16.4° 28+0.38 25+0.38 15.7+9.1 5.1+09" 0.6+0.2 0.6+0.1"
10 | 24 | 1588.9+516.7" | 1253.8+394.5 | 33.9+16.5 1.6+1.2° 1.6 £0.2° 2004 6.7 £ 0.4 113+7.1 04+0.1° 05+0.1
48 | 1617.3+213.9 | 1663.4+498.6" | 745+38.9 | 99.4+18.0% | 55+2.1° 35+11 | 19.6+55 | 17.9+51% | 0.8+0.1° 1.2+0.3"

Diferencias significativas (p < 0.05) * entre estadios de madurez, ® dentro del mismo estadio madurez y tiempo de incubacién, pero con diferentes concentraciones de

lipopolisacéridos, * dentro del mismo estadio de madurez y concentracion de lipopolisacaridos, pero con tiempos de incubacion diferentes.
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Tabla XA. Concentracion de (A) sustancias reactivas del 4cido tiobarbiturico (TBARS, nmol miligramo™ de proteina), (B) carbonilos proteicos
(umol miligramo™ de proteina) en los leucocitos de Tursiops truncatus gilli machos (n = 5) y hembras (n = 7) en cultivo primario en ausencia (0 g
LPS mL™) o presencia (10 pg LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de incubacion.

(A) TBARS (nanomoles miligramo™ de proteina)

(B) Carbonilos proteicos (umol miligramo™ de

proteina)
n
n i
o o
5' < Machos Hembras Machos Hembras
2 é
w5
% E|E
0 24 0.0038 + 0.00027 ~ 0.0050 + 0.00023 " 2@ 1.07 + 0.43 3.66 +2.11
48 0.0034 + 0.00038 * 0.0040 + 0.00033 *? 278 +1.12 0.99 +0.43
10 24 0.0032 + 0.00049 0.0040 + 0.00032 22 1.71+1.17 0.68 +0.30
48 0.0045 + 0.00013 » 0.0050 + 0.00021 ** 1.78 +0.71 2.03 +1.08

Diferencias significativas (p < 0.05) * entre sexos, * dentro del mismo sexo y tiempo de incubacién con diferentes concentraciones de lipopolisacéridos,  dentro del mismo sexo y
la misma concentracion de lipopolisacaridos en diferentes tiempos de incubacion.
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Tabla XIA. Concentracion de (A) sustancias reactivas del acido tiobarbitrico (TBARS, nmol miligramo™ de proteina), (B) carbonilos proteicos
(umol miligramo™ de proteina) en los leucocitos de Tursiops truncatus gilli inmaduros (n = 5) y maduros (n = 7) en cultivo primario en ausencia (0
Hg LPS mL™) o presencia (10 ug LPS mL™) de lipopolisacaridos (LPS) a 24 y 48 horas de incubacion.

(A) TBARS (nanomoles miligramo™ de proteina)

(B) Carbonilos proteicos (umol miligramo™ de

proteina)

0 8
(a (@)

;') =3 Inmaduros Maduros Inmaduros Maduros
2 | &
v 7| &
S E|E

0 24 0.0048 + 0.00022 0.0042 + 0.00038 ** 2.05+1.16 2.96 + 2.08

48 0.0043 + 0.00044 0.0033 + 0.00021 "2 2.15 + 0.86 1.44 +0.78

10 24 0.0042 + 0.00058 0.0033 + 0.00021 ** 0.58 +0.16 1.49 + 0.87

48 0.0048 + 0.00015 0.0048 + 0.00025 ** 2.40 + 1.49 1.59 + 0.55

Diferencias significativas (p < 0.05) * entre estadios de madurez, ® dentro del mismo estadio de madurez y tiempo de incubacion con diferentes concentraciones de
lipopolisacéridos, * dentro del mismo estadio de madurez y la misma concentracion de lipopolisacaridos en diferentes tiempos de incubacion.





