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Resumen

Los cetaceos son un grupo de especies que cuenta con adaptaciones y respuestas fisioldgicas a
la vida acuatica, asi como con un robusto sistema de defensa antioxidante que les permite
mitigar el dafio ocasionado por los ciclos de isquemia/reperfusién asociados con el buceo.
Existe una mayor comprension de las cascadas de seializacién que caracterizan la inflamacidn
isquémica en humanos que en cetaceos y, por lo tanto, los mecanismos moleculares y
bioquimicos asociados a las adaptaciones fisioldgicas de cetdaceos para tolerar eventos
inflamatorios no son comprendidos en su totalidad. La hemo oxigenasa (HO) es una proteina
citoprotectora que participa en la respuesta antiinflamatoria. La HO cataliza el primer paso en
la degradacién oxidativa del grupo hemo. La isoforma inducible HO-1 es regulada por varios
estimulos, incluyendo hipoxia, estrés oxidativo y mediadores inflamatorios. El objetivo de este
estudio fue caracterizar la HO-1 del tursion (Tursiops truncatus) in silico y comparar su
estructura con la de mamiferos terrestres, asi como evaluar la respuesta de HO-1 vy citocinas
proinflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF-a) en respuesta a retos proinflamatorios en leucocitos de
tursiones en comparacién con leucocitos de humanos. La secuencia ‘upstream’ de HO-1 fue
obtenida de las bases de datos NCBI y Ensemble, y la estructura del gen fue determinada con
herramientas bioinformaticas. Se identificaron cinco exones y cuatro intrones, y en la region
‘upstream’ se detectaron elementos reguladores proximales. La ‘huella digital’ de HO-1 y la His-
25 se encontraron altamente conservadas en las especies analizadas. El alineamiento de
secuencias aminoacidicas y la evidencia de seleccion negativa sugieren que HO-1 es una
proteina conservada; sin embargo, se encontraron aminoacidos con rotacion diferente en el
sitio activo de la molécula del tursién. En leucocitos aislados de humanos y tursiones se
determind experimentalmente el efecto del lipopolisacarido (LPS) en la expresién de los genes
IL-18, IL-6, TNF-a, HMOX1 y GAPDH, los niveles de IL-1B, IL-6, y TNF-a, asi como la actividad
enzimatica de la HO. En los leucocitos de humano se encontré una respuesta clasica
proinflamatoria, mientras que en leucocitos del tursién la respuesta fue atenuada. Se observé
un aumento significativo de la actividad de HO (p<0.05) en leucocitos de tursiones expuestos a
LPS. Lo anterior sugiere una regulacidn especifica de las citocinas inflamatorias en los leucocitos
tratados con LPS; ello puede conducir a respuestas diferenciales a un desafio proinflamatorio
entre mamiferos marinos y terrestres. Estos resultados podrian indicar una mayor respuesta
antiinflamatoria en tursiones.
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Summary

Cetaceans are a group of species that have adaptations and physiological responses to aquatic
life, as well as a robust antioxidant defense system that allows them to mitigate the damage
caused by ischemia/reperfusion cycles associated with diving. There is a greater understanding
of the signaling cascades that characterize ischemic inflammation in humans than in cetaceans,
and, in turn, the molecular and biochemical mechanisms associated with the physiological
adaptations of cetaceans to tolerate inflammatory events are not fully understood. Heme
oxygenase (HO) is a cytoprotective protein and is involved in the anti-inflammatory response.
HO catalyzes the first step in the oxidative degradation of the heme group. The inducible
isoform HO-1 is regulated by several stimuli, including hypoxia, oxidative stress, and
inflammatory mediators. The objective of this study was to characterize the HO-1 of bottlenose
dolphins (Tursiops truncatus) in silico and compare its structure with that of terrestrial
mammals, as well as to evaluate the response of HO-1 and proinflammatory cytokines (IL-1pB, IL-
6 and TNF-a) in response to proinflammatory challenges in leukocytes of bottlenose dolphins
compared to leukocytes of humans. The upstream sequence of HO-1 was obtained from the
NCBI and Ensemble databases, and the structure of the gene was determined with
bioinformatics tools. Five exons and four introns were identified, and proximal regulatory
elements were detected in the upstream region. The 'fingerprint' of HO-1 and His-25 was found
to be highly conserved in the species analyzed. Amino acid sequence alignment and evidence of
negative selection suggest that HO-1 is a conserved protein. However, amino acids with
different rotation were found at the active site of the bottlenose dolphin molecule. In
leukocytes isolated from humans and bottlenose dolphins, the effect of lipopolysaccharide
(LPS) on the expression of the IL-16, IL-6, TNF-a, HMOX1 and GAPDH genes, the levels of IL-1(,
IL-6, and TNF-a, as well as the enzymatic activity of HO, was experimentally determined. In
human leukocytes a classic proinflammatory response was found, while in leukocytes of
bottlenose dolphins the response was attenuated. A significant increase in HO activity (p<0.05)
was observed in leukocytes from bottlenose dolphins exposed to LPS. This suggests a specific
regulation of inflammatory cytokines in LPS-treated leukocytes. This can lead to differential
responses to a pro-inflammatory challenge between marine and terrestrial mammals. These
results could indicate a greater anti-inflammatory response in bottlenose dolphins.

Keywords: inflammation, marine mammals, ischemia, diving., one health
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(Tursiops truncatus) en probits graficado contra la concentracidn (expresada en logaritmo base
10 de lipopolisacaridos (LPS)). Valores obtenidos con el andlisis de exclusion con azul de tripano
(n=9). Se muestra la concentracién en la cual muere el 22% de la poblacién celular (CLy,) en
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Figura 13. Porcentaje celular determinado por citometria de flujo de leucocitos aislados de
muestras de sangre humana (Homo sapiens) y tursiones (Tursiops truncatus). Los datos se
presentan como media + desviacidon estdndar (n=5-8). Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas entre tratamientos (*p<0.05, **p<0.01; prueba t no pareada). .......ccceeeveeeennennne 53
Figura 14. Expresion relativa de interleucina 1B (/L-18), Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), e
interleucina 6 (/L-6) en leucocitos de humanos (A, Cy E; Homo sapiens) y tursiones (B, D y F;
Tursiops truncatus) en respuesta a la exposicion a lipopolisacarido (LPS, 10 ug mL™) y sin LPS
(control) por 24 y 48 h. Los niveles de expresidon fueron normalizados con la expresion de
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa por el método 2% Las barras representan las medias
y las lineas la desviacién estandar (n = 3-6). Los asteriscos (*) denotan diferencias significativas
entre tratamientos (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba de comparacién multiple de Tukey
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Figura 15. Expresion relativa de hemo oxigenasa 1 (HMOX1) en leucocitos de humanos (A;
Homo sapiens) y tursiones (B; Tursiops truncatus) en respuesta a la exposicién a
lipopolisacarido (LPS, 10 pug mL™) y sin LPS (control) por 24 y 48 h. Los niveles de expresion
fueron normalizados con la expresiéon de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa por el
método 22, Las barras representan las medias v las lineas la desviacién estandar (n = 4-6). *
denota diferencias significativas entre tratamientos (**p<0.01; prueba de comparacion multiple
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Figura 16. Actividad de hemo oxigenasa en leucocitos aislados de humanos y tursiones
expuestos a un reto proinflamatorio. Las barras representan la media (n=6-7) y las lineas la
desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05; prueba de la
diferencia minima de Fisher). LPS, lipopolisaCarido. .......ccccvveeeeieeiieiiiinrieeeee e 57



Figura 17. Niveles de citocinas (pg/mL) en leucocitos de humanos y tursiones (Tursiops
truncatus) estimulados con LPS (10 ug mL™) por 24 o 48 h. Las muestras se analizaron en un
ensayo ELISA especifico para cada especie. Interleucina (IL)-1B, Factor de Necrosis Tumoral
(TNF)-a e IL-6 como se describe en materiales y métodos. Los datos se presentan como media +
desviacién estandar (n= 5-7). Los asteriscos (*) denotan diferencias significativas entre
tratamientos (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba t no pareada). Control = sin exposicién a
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1. INTRODUCCION

Los mamiferos, entre ellos el ser humano, son un grupo de animales que se pueden encontrar
en casi cualquier habitat (Ceballos y Ehrlich, 2006), con numerosas adaptaciones a diversos
ecosistemas, e integran el grupo mas estudiado. El estudio comparativo entre mamiferos ha
permitido generar avances en el mantenimiento de la salud humana, lo cual se debe en gran
medida a los estudios detallados del sistema inmune en ratones (Mus musculus domesticus)
(Abolins et al., 2017). Sin embargo, el estudio de especies de mamiferos marinos es mas
complicado debido a su habitat, por lo que han sido menos estudiados que los mamiferos

terrestres (Schipper et al., 2008).

Los cetdceos (ballenas, delfines y marsopas), son un grupo de mamiferos marinos que
regresaron al océano hace aproximadamente 53-56 millones de afos (Thewissen et al., 2007).
Esta transicion de un estilo de vida terrestre a uno acuatico plantea desafios que incluyen, entre
otros, diferentes patdgenos y proteinas de respuesta a patdgenos; retos para la administracion
y almacenamiento de oxigeno (ya que deben bucear para obtener presas o cualquier fuente de
alimento), lo que se refleja en adaptaciones fisiolégicas como mayores concentraciones de
hemoglobina y mioglobina (Ponganis et al., 2011); asi como la tolerancia a la
isquemia/reperfusién (I/R) (Allen y Vazquez-Medina, 2019) resultante de la respuesta al buceo
(bradicardia, vasoconstriccion periférica, redistribucién del flujo sanguineo) (Butler y Jones,
1997; Blix, 2018; Ponganis, 2019). La evidencia de presiones selectivas en el receptor tipo toll
(TLR) 4, un receptor de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos
(PMAP), de cetaceos sugiere una evolucién adaptativa al estilo de vida acuatico (Shen et al.,
2012). Por ello, este taxdon es un candidato ideal para estudiar los procesos evolutivos del

sistema inmune de los mamiferos.

Los mecanismos desarrollados en los animales para hacer frente a infecciones incluyen la
respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa. La respuesta innata o de

reconocimiento de patrones se distingue por ser rapida, no especifica y con fiebre; en la sangre



se reclutan células y proteinas, como inmunoglobulinas y citocinas, con las cuales se combate y
se remueven antigenos via fagocitosis (Abbas et al., 2012). Esta respuesta innata es iniciada por
una reaccion inflamatoria aguda; permite destruir el agente infeccioso en un periodo de tiempo
corto en un area localizada e inducir una respuesta inmune a través del reclutamiento
leucocitario, migracion y muerte celular (Buckley et al., 2001). Las citocinas son un grupo de
proteinas con funciones reguladoras de la respuesta inmunitaria e inflamatoria; son producidas
por leucocitos y participan en la maduracién, respuesta, movilidad y funcién efectora de éstos

(Fair et al., 2017).

Entre las proteinas de respuesta a patégenos, los receptores de reconocimiento de patrones
son los que reconocen los patrones moleculares asociados a patégenos que son esenciales para
la supervivencia de los microorganismos (Medzhitov, 2007). Los TLR son los receptores de
reconocimiento mejor caracterizados y se expresan comunmente en células del sistema inmune
(Akira et al., 2001; Medzhitov, 2001). Después de estimular a las células del sistema inmune con
lipopolisacdaridos (LPS, componentes de la pared bacteriana), TLR4 puede activar la respuesta
primaria de diferenciacién mieloide 88 (MyD88) (Jia et al., 2014) que desencadena la liberacidn
de citocinas proinflamatorias y estimula la translocacion del factor nuclear kappa B (NF-kB)
(Calippe et al., 2008). El NF-kB es un factor transcripcional que regula la expresion de genes
implicados en la respuesta inmunitaria, inflamatoria (Siebenlist et al., 2003) y antiviral (Hiscott,

2007).

Cuando las respuestas inmunitarias, como la inflamacién y la fiebre, no se controlan o se
interrumpen, pueden provocar el desarrollo de varias enfermedades como sepsis, asma,
esclerosis multiple, colitis, artritis reumatoide, arteriosclerosis y cancer (Ames et al., 1993;
Krishnamoorthy y Honn, 2006). La hemo oxigenasa (HO) es una proteina citoprotectora y es
considerada el principal agente antiinflamatorio, que cataliza el primer paso de la degradacion
oxidativa del grupo hemo; este ultimo es una molécula prooxidante con capacidad de
desestabilizar acidos nucleicos, proteinas y estructuras lipidicas (Choi y Alam, 1996; Morse y

Choi, 2002). La isoforma inducible HO-1 es regulada por varios estimulos, incluyendo



mediadores de inflamacidn, factores asociados al estrés oxidativo (Terry et al., 1998; Maines y
Panahian, 2001), radiacion ultravioleta, hipertermia, I/R, exposicion a metales pesados,
perdxido de hidrégeno y endotoxinas (Maines, 1992; Choi y Alam, 1996; Abraham et al., 2002).
Los mamiferos marinos toleran condiciones proinflamatorias a las que se exponen
frecuentemente como la hipoxia y I/R (Allen y Vazquez-Medina, 2019). Dado que los mamiferos
marinos como el tursién se han adaptado a la transicion del estilo de vida terrestre al acudtico,
en este estudio se evalua la actividad de la enzima antiinflamatoria HO y la expresion de HO-1y
citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6) en respuesta a retos proinflamatorios en
leucocitos de tursiones en comparacion con leucocitos de humanos. Para entender las
potenciales diferencias en la funcidn de la enzima antiinflamatoria HO-1 entre especies, se
caracterizo in silico la estructura de HO-1 del tursién y se compard con aquella de otros
mamiferos marinos y terrestres, incluyendo humanos. Utilizando ensayos moleculares se
analizé la participacion de HO-1 en procesos inflamatorios en leucocitos de tursiones y se

compard con aquella en leucocitos de humanos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Mamiferos

Los mamiferos son un grupo de animales perteneciente al filo de los cordados que a pesar de
ser una clase con un reducido nimero de especies (~4,600) cuentan con una gran diversidad
fenotipica, plasticidad genética y multiples adaptaciones que les han permitido colonizar casi
todos los ambientes; algunas especies incluso tienen la capacidad de volar. Los mamiferos son
endotérmicos y tienen pelo que les sirve para aislar su cuerpo y brindar proteccién. Las
hembras poseen glandulas mamarias (rudimentarias en machos) que secretan leche y tienen un
cuidado parental extenso, lo que facilita la transiciéon hacia la etapa adulta. Tienen un cerebro
desarrollado, especialmente en el neocértex, lo que les da una buena memoria, capacidad de
aprender y resolver problemas (Hickman et al., 2001). Se les puede encontrar en casi cualquier
habitat, habiendo mamiferos terrestres, marinos, y dulceacuicolas. Este es el grupo mads
estudiado debido al parentesco con los humanos (Homo sapiens) y a que diversas especies de

mamiferos nos sirven de alimento, ropa, como bestias de carga y mascotas.

2.1.1 Mamiferos marinos

Aunque todos los mamiferos que dependen del ecosistema marino se denominan mamiferos
marinos, este es un grupo taxondémico artificial, ya que estd compuesto por representantes de
distintos érdenes de mamiferos. Incluye tres érdenes existentes, Cetacea (delfines, marsopas y
ballenas), Sirenia (manaties y dugongos) y Carnivora (pinnipedos, nutrias y oso polar). Diversos
reportes indican que distintos grupos de mamiferos regresaron al mar en momentos y eventos
aislados, dando lugar a origenes evolutivos separados (Irwin y Arnason, 1994; Uhen, 2007).

Los mamiferos marinos han estado expuestos a presiones selectivas diferentes a las
experimentadas por los mamiferos terrestres y esto ha moldeado su fisiologia de una manera
particular. Los mamiferos marinos deben bucear para alimentarse, presentan adaptaciones
para maximizar el almacenamiento y administracion de oxigeno (Burns et al., 2007), regular la

disipacion del calor al agua (Favilla et al., 2022), y tolerar las consecuencias de la respuesta al



buceo, incluyendo eventos de I/R (Allen y Vazquez-Medina, 2019). Al haber un evento de
isquemia se activan vias celulares que inician sefiales proinflamatorias y promueven la
oxidacion, lo que puede llevar a disfuncién y muerte celular (Grace, 1994). la reperfusion
consiguiente reestablece el flujo sanguineo, pero puede llevar metabolitos téxicos al flujo
sanguineo (Haimovici, 1979) y células inflamatorias a la pared vascular, asi como aumentar la
produccién de moléculas oxidantes; todo ello puede llevar a la muerte celular e inducir dafio en

tejidos (Parks y Granger, 1986).

Los mamiferos marinos, en comparacién con los terrestres, tienen mayor volumen de sangre,
concentracion de hematocrito, hemoglobina y mioglobina (Lenfant et al., 1970; Kooyman y
Ponganis, 1998; Dolar et al., 1999; Castellini et al., 2006), lo que les permite almacenar y
conservar el oxigeno de manera eficiente. Estos valores son mayores entre los mamiferos
marinos con mayor capacidad de buceo que en los que bucean a menor profundidad (Ridgway
y Gordon, 1966; Dolar et al., 1999; Noren y Williams, 2000). Ademas, cetaceos con menor
capacidad de buceo (ej. Phocoenidae, Delphinidae) poseen una mayor masa y volumen
pulmonar que mamiferos terrestres de tamafo similar y que cetaceos con capacidad de buceo
profundo (ej. Kogia spp) (Piscitelli et al., 2010). Las respuestas fisioldgicas como bradicardia,
vasoconstricciéon periférica y tolerancia hipoxémica contribuyen a la capacidad de buceo de los
mamiferos marinos (Ponganis, 2019). Algunas especies de mamiferos marinos son capaces de
bucear hasta 2,000 m de profundidad (~200 atm) y tolerar cambios subitos en la presidn

hidrostatica (Castellini et al., 2002).

La evidencia sugiere que los mamiferos marinos poseen un sistema de defensa antioxidante
mas robusto (Zenteno-Savin et al., 2002, 2012; Vazquez-Medina et al., 2007) en comparacion
con los mamiferos terrestres. Se ha especulado que el estrés oxidativo generado por el buceo
sea la causa de una regulacién de genes antioxidantes, generando un efecto de
preacondicionamiento (Zhang et al., 2010; Wang et al., 2018), quizd incluso como una
estrategia antiinflamatoria. Adicionalmente, en la sangre de focas de Weddell (Leptonychotes

weddellii) expuesta a LPS, la respuesta de citocinas (proteinas de respuesta inmune) fue menor



en comparacion con la sangre humana en las mismas condiciones; se ha propuesto que este
resultado puede explicarse por la existencia de un factor derivado del suero en esta especie

(Bagchi et al., 2018).

2.1.2 Tursion

El delfin nariz de botella o tursién (T. truncatus) es un mamifero marino perteneciente al orden
de los cetaceos que habita en aguas templadas y calidas de los océanos Pacifico, Atlantico e
indico, asi como en los mares Mediterraneo, Negro y Rojo (Mitchell, 1975). Este delfin es
polimérfico, de distribucidn cosmopolita y con habitos de buceo superficial. Las variaciones en
tamano, coloracién y caracteristicas craneales relacionadas con sus habitos alimenticios han
propiciado la identificacion de al menos 20 especies nominales dentro del género Tursiops
(Hershkovitz, 1966); sin embargo, sélo se han reconocido 3 especies (T. truncatus, T. australis y
T. aduncus). Se han detectado diferencias genéticas significativas entre las poblaciones en los
distintos océanos (Dowling y Brown, 1993; Curry y Smith, 1997; Natoli et al., 2004). En especies
de la familia Delphinidae (a la cual pertenece el género Tursiops) se determinaron cuatro
cambios adaptativos en aminodcidos en el TLR4 (Shen et al., 2012). La familia Delphinidae,
siendo la que contiene mayor numero de especies entre los cetaceos (Rice, 1998), se ha
diversificado y habita distintos tipos de habitats, incluyendo aguas oceanicas, costeras vy
dulceacuicolas, lo que puede explicar una evolucién adaptativa en el TLR4, un gen esencial para

la respuesta inmune innata.

Se ha descrito a T. truncatus como un depredador generalista que se alimenta principalmente
de peces pelagicos y calamares (Walker et al., 1999; Diaz Lopez, 2009), aunque la composicion
de su dieta varia dependiendo del sexo (Hernandez-Milian et al.,, 2015), con una mayor
variedad de presas en los machos. El tursidon puede ser presa de depredadores carnivoros,
como los tiburones y orcas (Orcinus orca), aunque es posible ver a tiburones y delfines en
tolerancia mutua. Cerca de la mitad de los tursiones muestran evidencias de mordeduras de

tiburdn; estas observaciones son mas comunes en aguas australianas (Corkeron et al., 1987). Se



han descrito de manera anecdética ataques defensivos de los delfines contra tiburones, lo cual
concuerda con la alta tasa de supervivencia de delfines con cicatrices ocasionadas por mordidas
de tiburdn, y reportes de ausencia de infecciéon en heridas abiertas en el tursién (Zasloff, 2011).
Sin embargo, se desconocen los mecanismos con los cuales el tursién se recupera de estas
heridas. El tursion es el mamifero marino mds estudiado respecto a la hematologia, con

estudios desde 1964 (Medway y Geraci, 1964; Hall et al., 2007; Stacy y Nollens, 2020).

2.2 Reconocimiento de un patdégeno: respuesta inmune

Los dafios ocasionados por las infecciones microbianas estan acompafiados de una evolucion en
los mecanismos de defensa. El sistema inmune proporciona proteccidon contra agentes
infecciosos como bacterias, virus, pardsitos y otros microorganismos, y actla como un
mecanismo de defensa contra cualquier tipo de dano y macromoléculas aberrantes (Abbas et
al., 2012). En los mamiferos, el sistema inmune se compone de una red compleja de tejidos,
células y moléculas que combaten las infecciones. Aunque el sistema inmune se ha estudiado
extensamente sélo en un nimero limitado de especies de mamiferos (roedores, humanos), se
han reportado pocas diferencias entre los sistemas inmunes de mamiferos terrestres y marinos.
Tradicionalmente, el sistema inmune se ha separado en dos sistemas funcionales e
interconectados; la inmunidad innata o no especifica y la inmunidad adaptativa o especifica
(Desforges et al., 2016). Las respuestas del sistema inmune se basan en la capacidad de
reconocer estructuras moleculares Unicas en los microorganismos (Janeway, 1989) llamadas
patrones moleculares asociados a patégenos (PMAP). Los PMAP bacterianos son cominmente
componentes de la pared bacteriana, como LPS, peptidoglicanos y el acido lipoteicoico; la
deteccion de cualquiera de éstos por el sistema inmune indica la presencia de bacterias. Estos
PMAP estimulan las respuestas del sistema inmune a través del reconocimiento de patrones

codificados en lineas germinales (évulo, esperma) (Mosaheb et al., 2017).

Existen diversos receptores de reconocimiento de estas estructuras, siendo los TLR los mejor

caracterizados. Se han identificado 13 TLR en mamiferos, que son conservados, ampliamente



expresados y pertenecen a las proteinas transmembranales tipo | (Tang et al.,, 2007). Estos
receptores transmembranales reconocen acidos nucleicos virales y distintos componentes de
estructuras bacterianas, como LPS y el acido lipoteicoico (Akira et al., 2006). Estos TLR estdn
comunmente expresados en células presentadoras de antigenos (CPA), como las células
dendriticas (CD), linfocitos B y macréfagos (Akira et al., 2001; Medzhitov, 2001). Los TLR activan
a los macroéfagos residentes en tejidos que producen citocinas proinflamatorias, proteinas y
péptidos antimicrobianos (Medzhitov, 2007), esta activacion puede ser a través de la via clasica,
en la cual un producto microbiano (ej. LPS) puede ser reconocido por receptores (ej. TLR4). Tras
la estimulacién con LPS, TLR4 puede activar dos vias clasicas de sefializacién, el factor MyD88
de manera dependiente e independiente (Jia et al., 2014). El LPS induce la formacién de un
complejo de seiializacién entre el MyD88 y la fosfatidilinositol 3-cinasa, la cual activa la
liberacion de citocinas proinflamatorias y estimula la traslocacién del factor nuclear kappa B

(NF-kB) (Calippe et al., 2008).

El NF-kB es un factor de transcripcion dimérico inducible, compuesto por cinco genes con
homologia en el dominio Rel a nivel proteico, NF-kB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA
(p65), c-Rel y RelB (Karin y Ben-neriah, 2000), que puede expresarse como homodimero y/o
heterodimero (Siebenlist et al., 2005). Este factor de transcripcidon se mantiene inactivo por su
interaccion con el inhibidor kappa B (IkB), un grupo de proteinas reguladoras que se unen a NF-
kB en el citosol, impidiendo su traslocacién al nucleo (Karin y Ben-neriah, 2000; Gamble et al.,
2012). La degradacion de este inhibidor puede ser inducida en minutos por TNF-a, IL-1 y LPS
(Karin y Ben-neriah, 2000). En ratones knock-out IkBa, se observd una mayor presencia de NF-
kKB en los recién nacidos, todos los cuales murieron en menos de 10 dias, mostrando
anormalidades fenotipicas (ej. un mayor nimero de granulocitos, y menor tamafio y peso) (Beg

et al., 1995).

Adicionalmente, eventos de hipoxia e inflamacién ocurren frecuentemente durante infecciones
y/o eventos de I/R, en los que el factor inducible por hipoxia (HIF) interactia con NF-kB para

coordinar una respuesta, incluyendo la regulacion de HMOX1 (Lee et al., 1997). Esta regulacion



se debe a que HIF-la es activado por un bajo nivel de oxigeno, ERO y/o factores

proinflamatorios (Maxwell et al., 1999; Semenza, 2002).

2.2.1 Inmunidad innata

La inmunidad innata funciona como la primera linea de defensa del organismo contra
patégenos; en ella participan diversos componentes celulares, como los granulocitos
(neutrdfilos, basofilos, eosindfilos), mastocitos, monocitos, macréfagos, CD y células asesinas
naturales (Dranoff, 2004). Estas células responden a diversos estimulos, como infecciones por
patégenos y dafio tisular, los cuales estimulan respuestas inflamatorias (Medzhitov, 2007).
Aqui, se abordan los tipos celulares que participan en la respuesta cldsica contra patégenos en

mamiferos.

Los monocitos se caracterizan por identificar patdégenos y “sefiales de peligro” via
reconocimiento de patrones, que al ser reclutados a tejidos pueden diferenciarse en
macrofagos y CD (Chiu y Bharat, 2016). Existen dos tipos de activacién de macréfagos; el
primero, denominado M1 o activacién ‘clasica’, se activa en respuesta a patdgenos extra- e
intracelulares dando lugar al fenotipo proinflamatorio. Los macréfagos M1 pueden fagocitar
patdgenos y toxinas, asi como secretar citocinas para reclutar otras células inmunes y presentar
antigenos via MHC clase Il (Chiu y Bharat, 2016). El segundo tipo de activacion es la M2 o
‘alternativa’, es mas variada en su fenotipo, ya que puede responder a alergias e infecciones
parasitarias liberando histamina; los macrofagos M2 participan en la resolucién de la
inflamacién, fibrosis y en la sanacion de tejido (Wynn et al., 2013). Lo anterior, en conjunto,

demuestra la notable plasticidad de los macrofagos.

Los neutréfilos son generalmente el leucocito mas abundante en la circulacién sanguinea y
tienen un papel clave en la regeneracion del tejido dafiado, matando a los microorganismos
patdgenos y atrayendo monocitos y/o macrofagos al area infectada o dafiada (Nathan, 2006).

Los neutréfilos pueden activarse debido a estimulos externos, como la endotoxina bacteriana
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LPS, e internos, como las citocinas inflamatorias (descrito mds adelante). Estos pueden generar
sefiales quimiotacticas e influenciar la diferenciacion entre los macréfagos M1/M2 (Horckmans
et al., 2017). Aunque en pacientes con enfermedad cardiaca un alto nivel en el conteo de
neutrofilos es considerado un predictor adverso y/o fatal (Chia et al., 2009; Guasti et al., 2011),
en casos de inflamacidon aguda, la presencia de neutréfilos es de vital importancia para la

resolucién de la inflamacién (Ortega-Gémez et al., 2013).

Los efectos antimicrobianos de los neutrdfilos incluyen la secrecidon de granulos microbicidas
(granulos azurofilicos, especificos y terciarios), la activacidon de una cascada de destruccidon en la
membrana plasmatica liberando su citosol con grandes cantidades de calprotectina (Nathan,
2006), la liberaciéon de fosfolipasas (Wright et al., 1990) y la liberacion de trampas
extracelulares de neutréfilos (Brinkmann et al., 2004), las cuales degradan factores de
virulencia y se unen para matar al patégeno en un microambiente contenido (NETosis)

(Brinkmann et al., 2004).

Los eosindfilos son granulocitos que se presentan en reacciones de alergia, infeccion por
helmintos y trastornos poco frecuentes (Stone et al., 2010). Pueden sintetizar y liberar diversos
tipos de sustancias, como los leucotrienos y una proteina catiénica (una proteina bactericida,
helmintotdxica y antiviral) (Motojima et al., 1989), que en altas concentraciones pueden
contribuir al dafio tisular y la patogénesis de enfermedades alérgicas (Gleich, 1990; Venge y
Bystrom, 1998). Se han reportado efectos neurotéxicos en el sindrome hipereosinofilico, con
una mayor concentracion de Ca”* citosdlico, iniciado por la unién de la proteina catiénica a la
membrana celular, seguida del proceso apoptético al activar las caspasas 3, 8 y 9 (Mattson et
al., 2000; Navarro et al., 2010). Adicionalmente, los eosindfilos pueden contribuir en el proceso
inflamatorio al expresar citocinas inflamatorias como la IL-1, IL-6, TNF-a (descritas mas
adelante), IL-8 y el factor estimulante de colonias macrdéfago-granulocito (GM-CSF) (Czech et al.,

1993; Horie y Kita, 1994).
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Los linfocitos pueden participar en la inmunidad innata y la adaptativa, y éstos se dividen en
células NK, linfocitos B y T. Las células NK son linfocitos citotéxicos granulares grandes que
participan en la respuesta inmune al eliminar las células no deseadas, como aquellas infectadas
por virus o células tumorales (Bonavida, 2014). Aunque las células NK participan en las primeras
etapas de la infeccidn viral (activadas en respuesta a los interferones tipo 1), desempefian un
papel de enlace regulador entre la inmunidad innata y adaptativa produciendo citocinas y
guimiocinas (Cooper et al., 2000; Vivier et al., 2008). Los linfocitos By T son células producidas
a partir de células madre de la médula 6sea y modulan la respuesta inmune al reconocer
epitopos especificos de antigenos; sin embargo, se diferencian en que los linfocitos B producen
anticuerpos en presencia de antigenos, mientras que los linfocitos T estan involucrados en la
respuesta inmune celular, desarrollando respuestas inmunes ante bacterias, virus, parasitos e

implantes quirdrgicos (Fabbri et al., 2003; Cano y Lopera, 2013).

2.2.2 Inflamacion

La inflamacion es una respuesta inmune celular innata en la cual se reclutan leucocitos y
proteinas plasmaticas de la sangre a los tejidos, donde se acumulan y activan. Esta respuesta
puede iniciarse por el dafio celular, asi como por estimulos o moléculas sefializadoras, y busca
restaurar la homeostasis mediante la eliminacién de patdgenos y células dafiadas (Abbas et al.,
2012). Durante la respuesta inflamatoria, los vasos capilares se dilatan y se vuelven mas
permeables, llevando mas fagocitos al area infectada, aumentando la fagocitosis. Esto puede
desencadenar la muerte celular en células sanas vecinas al sitio de infeccién y causar efectos
nocivos en el tejido sano circundante debido a la liberacién de sustancias toxicas (Beattie et al.,
2000; Casha et al., 2001). Durante una infeccion severa o persistente, la respuesta inflamatoria
se vuelve excesiva, lo que puede causar disfuncién en érganos y desarrollar inmunosupresion

debido a apoptosis de los linfocitos (Hotchkiss et al., 2002; Hotchkiss y Karl, 2003).

La muerte celular tiene un papel importante en el desarrollo y la homeostasis de los tejidos, y

se puede dividir en dos clases; la apoptosis y la necrosis. La apoptosis es también conocida
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como la muerte celular programada, este proceso iniciado por la activacidén de caspasas (familia
de cisteina-proteasas que participan en la apoptosis y la activacién proteolitica de citocinas
(Boatright et al., 2003)) y es caracterizado por la condensacion y fragmentacién nuclear,
rompimiento del ADN cromosdémico y la formacién de cuerpos apoptdticos que son removidos
por fagocitos (Edinger y Thompson, 2004). La necrosis (antes pensada como una forma no
regulada de muerte celular) incluye diversas modalidades como la piroptosis (muerte celular
inducida por la activacién del inflamasoma) (Lamkanfi y Dixit, 2014), la necroptosis, mediada
por la proteina cinasa que interactua con el receptor 3 (RIPK3) y su sustrato dominio cinasa de
linaje mixto (MLKL), y las trampas extracelulares de neutréfilos o NETosis (Pasparakis y
Vandenabeele, 2015). La necroptosis es un desencadenante de la inflamacién debido a que
libera gran cantidad de patrones moleculares asociados al dano (PMAD) de la célula

desintegrada (Kaczmarek et al., 2013).

A nivel celular, la inflamacién es mediada mayormente por los neutrdfilos y los macréfagos,
leucocitos fagociticos de la respuesta inmune innata que responden a los estimulos generados
por una infeccion o herida (Abbas et al., 2012). Los leucocitos pueden liberar citocinas
proinflamatorias como las interleucinas (IL) y factores de necrosis tumoral (TNF); éstos pueden
tener un efecto directo en la zona afectada o activar mediadores secundarios de inflamacion
gue actuan sobre células endoteliales, funciones vasculares, procesos de coagulacién y

mecanismos cardiovasculares (Ryter et al., 2006).

2.2.3 Citocinas

Las citocinas son un grupo de proteinas solubles o glicoproteinas involucradas en la
comunicacion entre diferentes tipos de células, y se reclutan a través de la activacién de la
respuesta inmune. Las citocinas son producidas diferencialmente por leucocitos y participan en
la maduracién, respuesta, movilidad y funcién efectora de éstos (Fair et al., 2017). Debido a que
las citocinas son criticas en la comunicacion celular, la cuantificacion de los niveles de estas

proteinas puede servir como un indicador funcional del sistema inmune.
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La IL-1 es una citocina proinflamatoria que afecta la mayoria de las células y tejidos, participa en
la inmunidad innata y adaptativa (Garlanda et al., 2013), estd involucrada en enfermedades
autoinmunes, infecciosas y degenerativas (Gabay et al., 2010) y puede activar y prolongar el
periodo de vida de macréfagos y neutrofilos (Mantovani et al., 2011). La IL-1 se compone de
dos proteinas con pesos moleculares similares (15-20 kDa), IL-1a e IL-1B, las cuales son
codificadas por distintos genes, y aunque tienen una identidad del 26% en su secuencia
aminoacidica (Filella et al., 2002), se unen al mismo receptor IL-1R1. La actividad
proinflamatoria de IL-1 puede ser inhibida por el receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra) ya que IL-
1 e IL-1ra tienen estructuras similares en sus sitios de unién, por lo que compiten para unirse a
IL-1R1 (Schreuder et al., 1997; Boraschi y Tagliabue, 2013). La IL-la se expresa
constitutivamente en células endoteliales, hepatocitos, queratinocitos, pulmonares y astrocitos
(Garlanda et al., 2013; Dinarello y van der Meer, 2013), actda intracelularmente y no es comun
encontrarla en la circulacion sanguinea, exceptuando en casos de enfermedad grave. A
diferencia de la IL-1la, la IL-1B es expresada por células hematopoyéticas como
monocitos/macréfagos, CD y microglia en su forma inactiva, la cual se puede activar por
diversos mecanismos, como la escisién por la caspasa-1 en inflamasomas (Martinon et al.,

2009) y escisiones por medio de proteasas liberadas por neutrofilos (Netea et al., 2015).

Los inflamasomas son complejos multiprotéicos involucrados en la activacién de caspasas
implicadas en la activacidon de la IL-1; estos complejos incluyen receptores del dominio de
oligomerizacién para la unién a nucledtidos (NLR por sus siglas en inglés) (Martinon y Tschopp,
2004). Se han descrito diversos inflamasomas que activan la caspasa-1, siendo el NLRP3 el mas
estudiado. Su activacién (la cual es un proceso inflamatorio) debe ser cuidadosamente
regulada, generalmente en un proceso de dos pasos (Swanson et al., 2019). Primero, se lleva a
cabo una regulacion transcripcional que puede ser inducida por la presencia de PMAP o PMAD,
o por medio de citocinas como IL-1B8 y TNF (Franchi et al., 2009). El segundo paso es promover
la asociacion de los componentes del inflamasoma para madurar la IL-1B (Bryant y Fitzgerald,
2009). La IL-1PB es principalmente producida por macrdéfagos y CD, aunque también puede ser

producida por linfocitos B y NK (Netea et al., 2015).
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Otra citocina proinflamatoria ampliamente estudiada es el TNF-a, producido principalmente
por macréfagos, fibroblastos y mastocitos en respuesta a diversas enfermedades y condiciones
como trauma, sepsis, infeccidn, artritis reumatoide o bronquitis (Bradley, 2008; Popa et al.,
2009). Es sintetizado como un mondmero precursor con un peso molecular de 26 kDa, el cual
con la accion de la metaloproteasa convertidora de TNF-a, es escindido y se libera una proteina
soluble de 17 kDa (Caminero et al., 2011). Para poder realizar sus funciones bioldgicas, los
mondmeros deben agregarse formando un homotrimero (Caminero et al., 2011). El TNF-a no se
encuentra usualmente en individuos sanos y participa en la patogénesis de diversas
enfermedades inflamatorias incrementando rdpidamente su concentracion ante un trauma o
infeccién (Bradley, 2008); sin embargo, una terapia sostenida con anti-TNF-a aumenta el riesgo
de infeccion (Bongartz et al., 2006; Winthrop, 2006), lo que implica un delicado balance entre
los niveles de TNF-a y su papel en la inflamacién. Adicionalmente, se ha demostrado que el
TNF-a participa en la inhibicidn de la eferocitosis (fagocitosis de las células apoptdticas) lo cual

es crucial para la resolucién de la inflamacion (McPhillips et al., 2007).

Por ultimo, la IL-6 es una citocina pleiotrépica con funcion proinflamatoria (Hirano, 1998, 2014;
Wakefield et al., 1998; Heinrich et al., 2003; Giannoudis et al., 2008) y antiinflamatoria (Tilg et
al., 1994; Hunter y Jones, 2015). La transefializacién (proinflamatoria) ocurre cuando la forma
soluble del receptor de IL-6 (sIL-6R) se une a la IL-6 y activa a células que no tienen el receptor
para la IL-6, lo que aumenta el espectro de células en que la IL-6 puede actuar (Scheller et al.,
2011; Uciechowski y Dempke, 2020). Adicionalmente, el bloqueo de esta sefalizacién en
ratones con sepsis incrementa su supervivencia (Barkhausen et al.,, 2011). En contraste, la
sefializacidn antiinflamatoria de IL-6 se encuentra restringida a células que expresan el receptor

transmembranal de IL-6 (mIL-6R), como hepatocitos y leucocitos (Rose-John, 2012).

La IL-6 en condiciones de homeostasis se encuentra en la sangre de humanos en bajas
concentraciones (1-5 pg mL™), las cuales pueden aumentar drasticamente durante condiciones
inflamatorias, llegando al rango de pg mL™ en casos de sepsis (Waage et al., 1989). La IL-6

contribuye a la defensa contra infecciones y heridas, pero fallas en la regulacién de su sintesis



15

pueden desencadenar enfermedades crdénicas, como artritis inducida por colageno, colitis
murina y encefalomielitis autoinmune experimental (Alonzi et al.,, 1998; Yamamoto et al.,
2000). Aunque la IL-6 se produce principalmente por los macréfagos, también puede ser
producida por células T y B, células gliales, neuronas, adipocitos, osteoblastos y otras,

incluyendo células tumorales (Akira et al., 1993).

2.3 Hemo oxigenasa como agente antiinflamatorio

Existen diversos mediadores inflamatorios de distinta naturaleza, como las citocinas, las
prostaglandinas, las especies reactivas de oxigeno (ERO) como el radical superéxido, el éxido
nitrico, y el peroxinitrito (producto de la reaccién de los ultimos dos) (Salvemini et al., 2003). Si
bien, entre las respuestas inmunes inducidas por dichas moléculas se encuentran la fiebre y la
inflamacién para controlar la infeccion, cuando estos mediadores se producen en exceso o0 no
son controlados, pueden ocasionar enfermedades como sepsis, artritis reumatoide,
arterioesclerosis y cancer (Ames et al., 1993). La hemo oxigenasa (HO; EC 1.14.99.3) es el
principal agente antiinflamatorio y es regulado por la activacidon del factor 2 relacionado al
factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), NF-kB y la proteina activadora AP-1 (Kapturczak et al., 2004;
Paine et al., 2010).

La HO cataliza el primer paso de la degradacion oxidativa del grupo hemo, resultando en la
formacién de biliverdina, mondxido de carbono (CO) y hierro ferroso (Fe?*) como productos.
Esta reaccion se inicia con la formacién del complejo hemo-férrico, que después se reduce a un
estado ferroso por un electrén donado por la NADPH-citocromo P450 reductasa (Yoshida y
Kikuchi, 1978). A continuacién, el oxigeno molecular se une al complejo para sintetizar una
forma metaestable oxigenada (Yoshida et al., 1980). El oxigeno unido al hierro se convierte en
un hidroperdxido férrico intermedio (Fe3+—OOH), al recibir otro electrén de la NADPH-
citocromo reductasa y un protén del agua distal. Por ultimo, el oxigeno terminal del Fe**~OOH
interactia con el a-meso-carbono del anillo de porfirina para formar a-meso-hidroxihemo

férrico (Davydov et al., 1999).
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La reaccion de citoproteccion catalizada por la HO aparentemente comenzd temprano en la
evolucién, pues se presenta en bacterias (Frankenberg-Dinkel, 2004), plantas (Terry et al.,
2002), insectos (Zhang et al., 2004) y mamiferos (Wilks, 2002). Algunas bacterias patdgenas
pueden utilizarla para adquirir hierro a partir de la hemoglobina del huésped (Zhu et al., 2000;
Ratliff et al., 2001). Dos isoformas funcionales y genéticamente distintas han sido
caracterizadas, la isoforma inducible HO-1, presente en la mayoria de los tipos celulares
(Mufioz-Sanchez y Chanez-Cardenas, 2014), y la isoforma constitutiva HO-2, expresada
mayormente en cerebro, testiculos y células endoteliales de los vasos cerebrales (Maines, 1988;
Zakhary et al., 1996; Zhao et al., 2006). Una tercera isoforma (HO-3), similar a HO-2 (90%) en su
secuencia aminoacidica, ha sido caracterizada en rata, pero muestra una actividad enzimatica
de 0.4 nmol de bilirrubina min™ mg™ de proteina, mientras que la actividad de HO-1 y HO-2 se
registra en valores de 107 y 67 nmol de bilirrubina mint mg'1 de proteina, respectivamente
(Trakshel et al., 1986; Mccoubrey Jr et al., 1997). En el gen promotor de HO-1 existe una regién
consenso con el factor de transcripcién NF-kB (Lavrovsky et al., 1994), influyendo en la
regulacién de los factores de transcripcion en eventos de inflamacién y estrés oxidativo

(Lavrovsky et al., 1994).

Las HO tienen una regién transmembranal en el extremo C-terminal (Kikuchi et al., 2005) que
les sirve de anclaje al reticulo endoplasmico, aunque en condiciones de hipoxia la enzima puede
migrar al nucleo (Lin et al., 2007) al perder esta regién. La HO-1 tiene una masa molecular de
32-33 kDa (Keyse y Tyrrell, 1989), y su estructura cristalizada reveld que se compone
mayormente de hélices alfa y su asociacion con el grupo hemo se da entre dos hélices, distal y
proximal (Kikuchi et al., 2005). En HO-1 existen regiones altamente conservadas, como los
residuos 125-150 que corresponden a la hélice distal, la cual se encuentra justo arriba del grupo
hemo y conforma la ‘huella digital’ de esta enzima (Maines, 1992). En la hélice proximal se
encuentra una histidina (His-25), que ha sido identificada como un ligando para el hierro, y que

al ser reemplazada por una alanina resulta en la proteina inactiva (Wilks et al., 1995).



17

La reacciéon de HO es controlada principalmente de manera estérica, debido a que su
regioselectividad es determinada por la interaccién de los residuos basicos que se encuentran
cerca de los propionatos del grupo hemo (Kikuchi et al., 2005). En la HO-1 de rata, una
mutacion de Arg-183 por Glu-183 llevé a la formacidon de 6&-isémeros de biliverdina IX,
ocasionada por la rotacion del grupo hemo (Zhou et al., 2000). De manera similar, en la HO de
Pseudomonas aeruginosa, se ha determinado que el grupo hemo tiene una rotacién de ~100°, y
produce una mezcla de B- y 6-isdémeros de biliverdina IX (Ratliff et al., 2001; Friedman et al.,
2004). La sustituciéon de Lys-132 con Ala en la HO de P. aeruginosa, induce la produccién de a-

biliverdina (Fujii et al., 2004).

La HO-1 es regulada por varios estimulos, incluyendo mediadores de inflamacién y factores
asociados al estrés oxidativo (Maines y Panahian, 2001), por lo que se le considera dinamica, y
contribuye al mantenimiento de la homeostasis celular, a reducir el dano oxidativo a tejidos y a
atenuar la respuesta inflamatoria (Abraham y Kappas, 2008; Paine et al., 2010). La expresién de
HO-1 es regulada principalmente a nivel de transcripcion (Choi y Alam, 1996) y se ha
determinado la presencia de diversas secuencias de unién en la regién promotora para AP-1,
AP-2, NF-kB, factor de choque térmico (HSF), y Nrf2 (Lavrovsky et al., 1994; Inamdar et al.,
1996).

La funcién citoprotectora de HO se debe a la degradacion del grupo hemo, un potencial
prooxidante, y a la liberacion de biliverdina (BV) que puede ser transformada en bilirrubina, un
pigmento antioxidante y antiinflamatorio (Stocker, 2004; Kapitulnik y Maines, 2009), CO
(descrito mas adelante) y hierro (al sintetizarse ferritina, una proteina citoprotectora) (Vile et
al., 1994). La expresion inducida de HO-1 disminuye la presidon sanguinea en modelos de
hipertension en ratas (Jadhav et al., 2008) y tiene efectos protectores contra la arterioesclerosis
(Wang et al., 1998), hiperplasia neointima (Nakao et al., 2005) y lesiéon por I/R cardiaca
(Fondevila et al., 2004). En una linea celular de macrdéfagos de M. musculus (RAW264.7) que
sobre expresa HO-1, la induccién con 1 ng LPS mL™ disminuye los niveles de TNF-a en

comparacion con las células bajo condiciones control (sin LPS) (Choi et al., 2000), indicando su
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accion antiinflamatoria. Adicionalmente, la deficiencia de HO-1 estd relacionada con diversos
padecimientos como la anemia y coagulacién anormal (Kawashima et al., 2002), trombosis
acelerada (True et al., 2007) y aumento en la letalidad por sepsis (Chung et al., 2008). Sin
embargo, no existe informaciéon sobre la participacion de la HO-1 en los mecanismos

antiinflamatorios en mamiferos marinos como el tursion.

2.3.1 Mecanismos antiinflamatorios del monoxido de carbono

El CO es una molécula diatdmica relativamente estable en sistemas biolégicos sin electrones no
pareados, que puede ligarse a hemoproteinas y metaloenzimas (Coburn y Forman, 1987;
Maines, 1997). Se han propuesto efectos antiinflamatorios a partir de reportes en los que,
usando CO derivado de HO-1 y CO exdgeno en cultivos celulares y en modelos animales, se
observa supresion de la produccién de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6) y
reduccion de la mortalidad en ratones con sepsis (Otterbein y Choi, 2000; Morse et al., 2003).
Aunque el CO puede ser considerado téxico debido a que tiene mads afinidad por Ia
hemoglobina que el oxigeno, disminuyendo asi el transporte de oxigeno a los tejidos (Hall et al.,
2007), también es generado de manera enddgena en bajas concentraciones, a las cuales
participa en funciones de neurotransmision (Mustafa et al., 2009) y de proteccién de tejidos

(Kevin y Laffey, 2008).

El CO es una molécula de sefializacion que ejerce un amplio espectro de funciones bioldgicas en
neuronas (Ingi et al., 1996), musculo liso (Duckers et al., 2001), plaquetas (Briine y Ullrich,
1987), monocitos/macréfagos (Choi et al., 2000), y células endoteliales (Brouard et al., 2000).
En macrdéfagos, el CO es capaz de inhibir la reaccion proinflamatoria inducida por LPS al atenuar
la produccion de ERO dependiente de la NADPH oxidasa, inhibiendo asi la sefializaciéon de TLR

(Nakahira et al., 2006).

El CO puede modular la activacion de varias vias de transduccion de sefiales, incluida la

guanilato ciclasa, guanosina monofosfato ciclico (Morita et al., 1995) y proteina cinasa activada



19

por mitdogeno p38 (MAPK) (Otterbein et al., 2000), y regula la expresion de moléculas
vasoconstrictoras, proinflamatorias y procoagulantes en estas células. Potencialmente, esta
gama de accidn explica la capacidad del CO de promover la vasodilatacion (Sammut et al.,
1998), inhibir la inflamacién (Otterbein et al., 2000) y suprimir la apoptosis (Petrache et al.,
2000). El CO también afecta la expresion de GM-CSF, y la expresion de este factor se eleva en
enfermedades inflamatorias crénicas como el asma y sarcoidosis, y promueve la secrecidn de

citocinas y mediadores inflamatorios (Reed y Whitsett, 1998).

Los mamiferos marinos poseen una mayor concentracion de carboxihemoglobina (COHb;
hemoglobina unida al mondéxido de carbono) que los mamiferos terrestres (Tift et al., 2014) y se
ha hipotetizado que las altas concentraciones de hemoproteinas, asi como la limitante para
expulsar CO via respiracion debido a la apnea, son la fuente de los altos niveles de CO en sangre
en mamiferos marinos con capacidad de buceo profundo, como el elefante marino del norte
(Mirounga angustirostris) (Tift y Ponganis, 2019). En el musculo del elefante marino el nivel de
CO aumenta con la edad y su capacidad de buceo (Piotrowski et al., 2021) lo que puede

prevenir el dafio tisular al suprimir la inflamacion (Tift et al., 2020).

2.4 Inmunologia y salud de mamiferos marinos

Muchas especies de mamiferos marinos (ej. orcas, cachalotes, algunos pinnipedos) se
encuentran en los eslabones superiores de la red tréfica marina, tienen largos ciclos de vida y
permanecen por periodos prolongados en la zona costera. Los estudios de salud de estas
especies pueden servir como indicadores de cambios en los ecosistemas marinos (Aguirre y
Tabor, 2004). Existen diversos tipos de estresores (ambientales y antropogénicos) a los que los
animales marinos estan expuestos, como la exposicién a patdgenos o contaminantes (Fair y
Becker, 2000). Para contribuir a la conservacién de los organismos marinos, es necesario
conocer los mecanismos de respuesta con que enfrentan perturbaciones ambientales e
infecciones por diversos patdgenos. El sistema inmune de diversas especies de mamiferos

marinos ha sido descrito (Beineke et al., 2010) sugiriendo gran similitud con los mamiferos
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terrestres; sin embargo, los estudios que evallen la respuesta inmune ante patégenos son

€5Casos.

2.4.1 Respuesta inmune de delfines

En dos especies de delfin, el delfin listado (Stenella coeruleoalba) y el tursién (T. truncatus), se
reportd un numero bajo de linfocitos B en los nddulos linfaticos con hipoplasia al compararlos
con nddulos linfaticos normales (Centelleghe et al., 2019). Esto posiblemente fue ocasionado
por una infeccion por morbillivirus, que se ha reportado que suprime la respuesta inmune
(Bossart et al., 2011; Duignan et al., 2014; Centelleghe et al., 2019). Diversas respuestas
inmunes fueron descritas en T. truncatus silvestres con sefales de infeccidon por Chlamydiaceae,
con un aumento en la concentracién de fibrindgeno y amilasa en suero, y una concentracion
mas alta de neutrdfilos, linfocitos y baséfilos al compararlos con muestras de delfines no

infectados (Bossart et al., 2014).

De manera similar, el numero de neutréfilos en tursiones silvestres con lobomicosis (infeccidn
cutanea crénica) fue mayor, mientras que el nimero de gldbulos rojos y las concentraciones de
hemoglobina y hierro fueron menores que en los tursiones aparentemente sanos y sin sefiales
de la infeccion (Reif et al., 2009). Se encontré también un decremento en la cantidad de los
linfocitos T CD4+, y linfocitos B CD19+ y CD21+, lo que sugiere una disfuncién en la respuesta
inmune adaptativa (Reif et al., 2009). Estos hallazgos concuerdan con reportes de un nimero
reducido de células T circulantes en humanos con lobomicosis (Pecher y Fuchs, 1988). En sangre
periférica estimulada con fitohemaglutinina (lectina utilizada como mitégeno) se reporté un
incremento en la expresiéon de IL-6 e IL-12p40 en tursiones de mayor edad (30-40 afios) con
enfermedad cronica dental al compararlos con tursiones jovenes (~11 afios) (Hofstetter et al.,

2017).

El TNF-a tiene un papel fundamental en la induccién del estallido respiratorio y, en

consecuencia, en la funcién microbicida de los neutréfilos de delfines, al igual que en los
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neutrofilos humanos (Itou et al., 2002). Las ERO producidas como resultado de la fagocitosis y
del estallido respiratorio pueden matar a los patégenos microbianos e incluso actuar como
moléculas de sefializacion en los leucocitos polimorfonucleares (Fialkow et al., 2007). Esta
sefalizacion puede modular la fagocitosis al regular la actividad de la tirosina cinasa, la cual
regula el receptor de la fraccidn cristalizable FcyRlla, responsable de la fagocitosis de patdgenos
(Greenberg et al., 1994). Las ERO también pueden regular la expresion génica por medio de la
induccidn del factor de transcripcion NF-kB (Schreck y Baeuerle, 1991) y la apoptosis (Melley et
al., 2005). En leucocitos de tursidn inducidos con Staphylococcus aureus se midié la fagocitosis
y la explosion respiratoria, siendo mayor en leucocitos polimorfonucleares (neutroéfilos,

eosindfilos y basdfilos) que en monocitos (Keogh et al., 2011).

Existen dificultades para llevar a cabo un adecuado monitoreo de la salud de animales silvestres
en todos los medios (McAloose y Newton, 2009) y, particularmente, el medio marino presenta
retos particulares por su tamafio (71% de la superficie terrestre) y profundidad de hasta ~11 km
(con el 72% de su volumen total debajo de los 1,000 m de profundidad) (Hoegh-Guldberg et al.,
2014). Aunque algunos grupos de mamiferos marinos pueden realizar actividades en tierra (ej.
pinnipedos), los cetadceos son estrictamente acuaticos. Si bien algunos factores poblacionales se
consideran como sefial del estado de salud, éstos son a nivel de grupo. Los veterinarios
consideran un punto de vista individual y clinico; para ello, se utilizan herramientas de
diagnéstico, como la hematologia, bioquimica, examen de heces, entre otras (Reidarson, 2008).
Debido a que las citocinas son proteinas secretadas por células inmunes en respuesta a diversos
estresores, en delfines, el monitoreo de citocinas en sangre periférica puede proveer de
informacidén respecto a respuestas inflamatorias, con técnicas como la PCR cuantitativa (qPCR)

para determinar los niveles basales de citocinas en estos organismos (Hofstetter et al., 2017).

Se han reportado en cetaceos incidencias de sanado y/o tolerancia a diversos tipos de heridas
(Angliss y DeMaster, 1998). Por ejemplo, se han documentado en la ballena jorobada
(Megaptera novaeangliae) heridas causadas por redes de pesca y dafio en el rostrum al

alimentarse del bentos (Forney et al., 2008), curacién en los sitios de biopsias de piel de T.
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truncatus (Bruce-Allen y Geraci, 1985) sin evidencia de infeccion o inflamacion crénica en el
sitio de la toma de biopsia, al igual que en la ballena piloto (Globicephala melas) (Giménez et
al., 2011), y aparente ausencia de infeccion en heridas abiertas en tursiones (Zasloff, 2011). Ello
sugiere que existe una respuesta adaptativa al dafio tisular e infecciones asociadas en cetdceos
y, debido a que aparentemente su sistema inmune es similar al de mamiferos terrestres
(Mancia et al., 2007), la explicacion de este fendmeno requiere estudiar con mayor detalle en

gué manera los leucocitos de T. truncatus hacen frente a una infeccién.
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3. JUSTIFICACION

Las adaptaciones fisiolégicas de los tursiones y otros cetaceos se deben a su transicion a un
estilo de vida acudtico, por ejemplo, el tener un sistema antioxidante robusto, les permite
tolerar condiciones inflamatorias originadas por el buceo. Por ello, es posible que posean una
mayor respuesta antiinflamatoria que en mamiferos terrestres, mitigando la sobreexpresién de
citocinas proinflamatorias, lo cual puede suceder a nivel transcrito con la sobreexpresion y/o
una mayor actividad enzimdtica de HO-1. A la fecha, no hay informacién acerca de la
participacién de esta proteina en los procesos inflamatorios, ni se ha registrado una
caracterizacion del gen de HO-1 o su secuencia aminoacidica en tursiones. Por ello, la
investigacion de esta enzima, clave en la respuesta inflamatoria, en conjunto con las citocinas
proinflamatorias es necesaria. Los resultados de estos estudios podrian sugerir vias de accidn
para minimizar procesos inflamatorios y acelerar su resolucién en mamiferos marinos vy

terrestres, incluyendo humanos.
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4. HIPOTESIS

En leucocitos del tursién Tursiops truncatus, en comparacién con leucocitos de humanos, la
expresion y/o actividad de hemo oxigenasa 1 (HO-1) es mayor cuando se exponen a retos
proinflamatorios, manteniendo en estados basales los niveles de las citocinas proinflamatorias

IL-1B, TNF-a e IL-6.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la expresiéon de hemo oxigenasa 1 (HO-1) y citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1p, IL-
6), asi como la actividad de HO-1 y los niveles de TNF-a, IL-1B, IL-6 en respuesta a retos

proinflamatorios en leucocitos de tursiones en comparacién con leucocitos de humanos.

5.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar y comparar la estructura secundaria y terciaria de hemo oxigenasa 1 (HO-1)
de mamiferos marinos y terrestres por métodos bioinformaticos.

2) Calcular la concentracién letal media por exposicidn a lipopolisacaridos en leucocitos de
tursiones y humanos.

3) Cuantificar la expresién de HO-1, IL-1B, TNF-a e IL-6 en leucocitos de tursiones y
humanos en condiciones basales y después de estimularlos con lipopolisacéaridos.

4) Determinar la actividad de HO-1 y los niveles IL-1B, TNF-a e IL-6 en leucocitos de
tursiones y humanos en condiciones basales y después de estimularlos con
lipopolisacaridos.

5) Comparar los resultados entre especies y entre tratamientos (condiciones control y

estimulacion con lipopolisacéridos).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Caracterizacion del gen hemo oxigenasa-1 y sus elementos reguladores

La secuencia de HO-1 correspondiente a la regién promotora del tursién se obtuvo de las bases
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y de Ensemble para los limites de exdn/intrén (niumero de
acceso ENSTTRG00000007342.1). Se utilizé el programa Motivos de Expresion Multiple para
Elicitacion de Motivos (MEME) suite 5.1.1 (Bailey y Elkan, 1995) para buscar motivos
representados como matrices de probabilidad de letras dependientes de la posicion. Ademas,
los elementos reguladores del gen HO-1 de humano previamente identificados (Lavrovsky et al.,
1994) se buscaron en la base de datos JASPAR y se analizaron con Motif Alignment and Search
Tool (MAST) (Bailey y Gribskov, 1998) para determinar los sitios de union de los factores de
transcripciéon en la regidn promotora de HMOX1 del tursidon. Para determinar la mejor
puntuacion, MAST determina la mejor coincidencia en la secuencia para cada motivo y éstas se
combinan en una puntuacioén para la coincidencia total entre el conjunto de motivos completos
y la secuencia, lo que da como resultado un valor E para cada secuencia. Ademas, se da un valor
p de posicién, que se define como la probabilidad de que una subsecuencia aleatoria de la
misma longitud contenga alguna coincidencia con la misma puntuacién o mejor, y sélo se da
una ocurrencia de motivo cuando el valor p es menor que 0.0001. Ademas, se realizé una
busqueda para elementos candidatos cis-reguladores (cCREs por sus siglas en inglés) de HO-1
en el portal ENCODE utilizando el montaje del genoma humano GRCh38 para verificar si los

motivos tienen sitios de unién a los factores de transcripcidon encontrados en este estudio.

6.2 Prediccion de la estructura secundaria y terciaria de hemo oxigenasa-1

La prediccién de la estructura secundaria y terciaria de HO-1 de T. truncatus se realizé a partir

de una secuencia depositada en la plataforma en linea de NCBI (numero de acceso GenBank

XP_004315933.1) y se analizdé con herramientas bioinformaticas. La prediccion de estructuras
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secundarias fue realizada con la interfase STRIDE (Heinig y Frishman, 2004). La plataforma en
linea “Phyre2” (Kelley et al., 2015) en el sitio web http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/ fue
utilizada para modelar la estructura de las proteinas, mientras que el programa PyMol
(http://pymol.sourceforge.net/) fue utilizado para modelar las interacciones entre el sitio activo
y los sustratos o productos. Para la modelacién se utilizé la estructura cristalografica de HO-1
en complejo con el grupo hemo de H. sapiens, nimero de Protein Data Bank (PDB) 1N45

(Schuller et al., 1999).

El nivel de alineamiento fue calculado con la desviacién de la media cuadratica (RMSD por sus
siglas en inglés) que es la distancia media cuadratica minima entre las estructuras basicas de las
proteinas superpuestas. El RMSD se utilizd para evaluar numéricamente las diferencias
observadas entre las estructuras tridimensionales de las proteinas. El nivel de alineamiento
indicado por el RMSD se interpreta de la siguiente manera; <0.3 como buen alineamiento, 0.3—
0.8 alineamiento moderado, 0.8-1.0 alineamiento pobre y >1.0 alineamiento muy pobre.
Adicionalmente, se realizaron los alineamientos de la estructura terciaria de HO-1 de
vertebrados con diferentes adaptaciones fisiolégicas (sensible a la hipoxia, tolerante a la
hipoxia, adaptado a gran altitud, adaptado al frio, con capacidad de buceo). Las especies
seleccionadas para este estudio fueron la rata (Rattus rattus), el pez fundulo (Fundulus
heteroclitus), la rata topo desnuda (Heterocephalus glaber), el cachalote (Physeter catodon), el
tursiéon (T. truncatus), el lobo marino de California (Zalophus californianus), el ratén ciervo
(Peromyscus maniculatus bairdii) y la rana comun (Rana temporaria). Todas las estructuras

fueron alineadas con la HO-1 de humano.

6.3 Alineamiento muiltiple de secuencias

Para el alineamiento multiple de la secuencia de aminodacidos de HO-1 de diversos eucariotas se
utilizé el algoritmo CLUSTALW2 (Thompson et al., 1994), se eliminaron las posiciones con <95%
de cobertura y se construyé un mapa de calor. Adicionalmente, se realizd un alineamiento
multiple de la secuencia de aminoacidos de HO-1 de cetaceos y primates utilizando CLUSTAL

Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Las especies utilizadas para la alineacién
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fueron tursion (T. truncatus), rorcual (Balaenoptera acutorostrata scammoni), orca (Orcinus
orca), marsopa (Neophocaena asiaeorientalis asiaeorientalis), beluga (Delphinapterus leucas),
cachalote (Physeter catodon), humano (H. sapiens), gorila (Gorilla gorilla gorilla), bonobo (Pan
paniscus), gibon plateado (Hylobates moloch), colobo rojo de Uganda (Piliocolobus
tephrosceles), babuino (Papio anubis) y macaco cangrejero (Macaca fascicularis). Todas estas
secuencias aminoacidicas estan depositadas en NCBI y anotadas como HO-1 (Tabla 1). Los
resultados se reportan como porcentajes de identidad, con base en los aminoacidos iguales

entre secuencias.

Tabla 1. Secuencias de hemo oxigenasa 1 incluidas en los analisis de alineamiento multiple y
filogenético.
Nombre cientifico

No. acceso GenBank

El asterisco indica las secuencias utilizadas para el alineamiento multiple.

Tursiops truncatus*
Orcinus orca*
Neophocaena
asiaeorientalis*
Delphinapterus leucas*

Balaenoptera acutorostrata scammony*

Physeter catodon*

Homo sapiens*

Gorilla gorilla gorilla*

Pan paniscu*

Hylobates moloch*
Piliocolobus tephrosceles*
Papio anubis*

Macaca fascicularis*

Mus musculus

Zalophus californianus

Ursus arctos horribilis
Odobenus rosmarus divergens
Callorhinus ursinus

Phoca vitulina

Vulpes vulpes

Trichechus manatus latirostris
Loxodonta africana

Sus scrofa

Phascolarctos cinereus

asiaeorientalis

XP_004315933.1
XP_004286250.1

XP_024599272.1

XP_022455673.1
XP_007165768.1
XP_007101964.2
NP_002124.1

XP_030861390.1
XP_003821555.1
XP_032003242.1
XP_023077866.1
XP_021777178.1
NP_001271612.1
NP_034572.1

XP_027451406.1
XP_026355496.1
XP_004416157.2
XP_025737813.1
XP_032272596.1
XP_025866739.1
XP_004373867.1
XP_023415740.1
NP_001004027.1
XP_020838126.1
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6.4 Deteccion de seleccion positiva/negativa

Para determinar las presiones selectivas y cuantificar el impacto de la seleccion natural en la
evoluciéon molecular de HO-1 de cetdceos y primates, se calcularon las relaciones de sustituciéon
no sinénimas y sinénimas (w = dN / dS) utilizando SWAAP 1.0.2 (http://www.
.bacteriamuseum.org/SWAAP/SwaapPage.htm) y un método de ventana deslizante (tamafio de
ventana = 90, tamafio de paso = 9). Si w = 1, las sustituciones de aminoacidos pueden ser en
gran medida neutrales; una w > 1 es evidencia de seleccién positiva, y w < 1 es consistente con
seleccidon negativa (purificadora). Se utilizé un método estadistico mejorado en el servidor
Datamonkey (Pond y Frost, 2005), que computa sustituciones no sinénimas y sinénimas en cada
posicidn de coddn. Se utilizé un método ML con configuraciones predeterminadas aplicadas en
dicho servidor, Fixed Effects Likelihood (FEL), que estima directamente dN y dS basado en un
modelo de sustitucidon de codones. Para ello, se utilizan los pardmetros a (tasa instantdnea de
mutaciones sindnimas) y B (tasa instantanea de mutaciones no sindnimas) y se estima la tasa de
mutaciones sindnimas y no sindnimas en cada sitio bajo el modelo a=B. A continuacién, se
realiza una prueba de razén de verosimilitud con un grado de libertad para inferir si a es
diferente de B, y se deriva un valor p con el condicional de que la hipdtesis nula es verdadera.
Ademas, la proteina del modelo tridimensional y la interfase STRIDE se utilizaron para evaluar la
importancia funcional de los sitios seleccionados ubicados dentro o cerca del dominio funcional

de la estructura tridimensional modelada.

6.5 Analisis filogenético de hemo oxigenasa-1

Las secuencias aminoacidicas de HO-1 de distintos 6rdenes de mamiferos fueron obtenidas a
partir de la base de datos de NCBI (Tabla 1) y se llevé a cabo un alineamiento multiple de
secuencias con el algoritmo ClustalW2. El arbol filogenético fue elaborado utilizando MEGA X
(Kumar et al., 2019) y el método de maxima verosimilitud (ML por sus siglas en inglés) basado
en el modelo de matriz JTT (Jones et al., 1992). El 4rbol de consenso bootstrap fue inferido a

partir de 1000 réplicas. El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados se
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agruparon en la prueba de arranque (1000 repeticiones) se muestran junto a las ramas
(Felsenstein, 1985). Los 4drboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron
automaticamente aplicando los algoritmos de unién de vecinos y BioNJ a una matriz de
distancias por pares estimadas usando un modelo JTT, y luego seleccionando la topologia con
un valor de probabilidad de registro superior. Se utilizé una distribucion gamma discreta para
modelar las diferencias de velocidad evolutiva entre los sitios (5 categorias (+ G, parametro =
0.6641)). El andlisis incluyd 24 secuencias de aminodcidos. Todas las posiciones con menos del
95% de cobertura del sitio fueron eliminadas. Es decir, se permitieron menos de 5% de brechas
de alineacion, datos faltantes y bases ambiguas en cualquier posicion. Hubo un total de 288
posiciones en el conjunto de datos final. El arbol fue enraizado a una secuencia de HO-1 del

koala (Phascolarctos cinereus).

El tiempo de divergencia entre los grupos seleccionados de mamiferos se estimé mediante el
algoritmo RelTime-ML implementado en MEGA X (Tamura et al., 2012). Brevemente, las
estimaciones de tiempo se calculan en funcidn de las longitudes de las ramas optimizadas por
ML. La topologia del andlisis ML se utilizd como arbol de partida, con el taxon externo definido
manualmente. El modelo GTR + | + G se implementd con cinco categorias de gamma discretas.
El tiempo de divergencia (principalmente a partir de registros fésiles) del tursidon con la orca
(hace 8.1 — 11.7 millones de afios (Ma)), el rorcual (31.1 - 35 Ma) y el humano (91 - 101 Ma) se
utilizé para calibrar las edades relativas de los nodos (http://www.timetree.org/) (Kumar et al.,

2017).

6.6 Colecta de sangre

Las muestras de sangre humana fueron proporcionadas por donantes voluntarios anénimos y
colectadas por personal calificado como parte de un programa permanente de donacién
sanguinea del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), previo consentimiento informado
por escrito (CONBIOETICA-09-CEI-009-20160601; nimero de registro 2018-785-010). Esta

sangre total fue procesada con ayuda de un separador de componentes sanguineos (eritrocitos,



31

plaguetas, plasma y leucocitos). Se recibe la parte enriquecida de leucocitos (~50 mL) en una

solucién anticoagulante (citrato-fosfato-dextrosa) mantenida en refrigeracion (~4°C).

Las muestras de tursiones fueron proporcionadas por el delfinario Cabo Dolphins en San José
del Cabo y Cabo San Lucas, Baja California Sur, colectadas por veterinarios certificados como
parte de un programa permanente de evaluacién de salud de los tursiones en cautiverio. Las
muestras de tursiones se colectaron del plexo arteriovenoso de la aleta caudal con tubos
Vacutainer© de 10 mL conteniendo 4acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como
anticoagulante, se guardaron en un contenedor con refrigerante (~4°C) y fueron transportadas

inmediatamente a las instalaciones del laboratorio de Estrés Oxidativo de CIBNOR.

6.7 Aislamiento de leucocitos

Para aislar los leucocitos se homogenizaron volimenes iguales de sangre total con solucidn
salina fisiolégica (PBS) y se transfirieron a un tubo que contenia ficoll hypaque (GE Healthcare -
Life Sciences) en un volumen equivalente a la mitad de la sangre con PBS, cuidando de no
mezclar. Se centrifugaron las muestras a 650 x g, 25°C por 25 min, y se tomd el anillo
blanquecino que se forma justo bajo el sobrenadante (Fig. 1). Se aforé a 12 mL con PBS y se
homogenizé suavemente. Se centrifugaron a 350 x g, 25°C por 10 min y se retird el
sobrenadante (se repitio este paso una vez) y se resuspendio el pellet en 2 mL de medio RPMI
(Medio RPMI 1640 Gibco) con 10% suero fetal bovino y 1% penicilina/estreptomicina. Una vez
obtenidos los leucocitos de cada muestra, se tomaron alicuotas para para cuantificar los
porcentajes de leucocitos (neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos) por medio de
citometria de flujo (Beckman Coulter LH 780, Miami, FL, USA), siguiendo las recomendaciones

del fabricante.
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6.8 Concentracion letal por exposicidn a lipopolisacaridos

Para determinar los porcentajes de mortalidad por exposicion a LPS, se sembraron los
leucocitos aislados (~1,000,000) en cajas para cultivo celular con diferentes dosis (0, 2, 3,5, 7y
10 ug mL™) de LPS (Escherichia coli 055:B5; List Biologicals, Campbell, CA, USA) en un volumen
final de 1 mL, por duplicado, y los leucocitos se incubaron a 37°C, con 5% CO; por 24 y 48 horas.
Para cuantificar la viabilidad celular y calcular la concentracion letal media se utilizé el andlisis
de exclusion con azul de tripano, el cual permite distinguir entre células viables y no viables al
observarlas en un microscopio. Las células viables tienen membranas celulares intactas y no
permiten la entrada del colorante; mientras que las células no viables no poseen una
membrana funcional permitiendo que el colorante atraviese la membrana tifiendo el interior de
la célula de azul (Louis y Siegel, 2011). Se tomaron alicuotas de los leucocitos a las 24 y 48 horas
de exposicidn, se les afiadié azul de tripano, y se dejaron reposar por aproximadamente 5 min.
Se colocd una alicuota en cada lado de una cdmara de Neubauer, y se observé en microscopio
Optico (Leica) a 10X. Se contaron las células vivas y muertas de los cuadrantes extremos. El

porcentaje de células viables se determiné empleando la siguiente ecuacion:
% Células viables = Células vivas/Células totales X 100 (1)
Esta informacion fue utilizada para alimentar el modelo probit (Finney y Tattersfield, 1947). Las

diferentes concentraciones fueron transformadas a escala logaritmica y el numero de células

muertas por exposicion a LPS se utilizd y corrigid por la mortalidad del tratamiento control.
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Figura 1. Separacion de subpoblaciones celulares sanguineas. La flecha indica la fraccion que
contiene los gldbulos blancos.

6.9 Bioensayo proinflamatorio

Se realizaron bioensayos de exposicion a LPS (10 ug mL™) en leucocitos aislados de humanos y
tursiones a dos tiempos (24 y 48 horas) bajo los mismos parametros descritos previamente y se
analizaron por medio del analisis de exclusién con azul de tripano. Las muestras fueron
centrifugadas a 950 x g por 5 min, se retird el sobrenadante y se resuspendieron en 1 mL de
PBS. Se colocaron 150 pL en un tubo de criopreservacion con 500 uL de RNAlater y 50 uL en
otro tubo de criopreservacidon para posterior andlisis de inmunodeteccién; todas las alicuotas

fueron colocadas en ultracongeladores (-80°C) hasta su analisis.

6.10 Extraccion de ARN y expresion de genes involucrados en la respuesta inflamatoria

El 4cido ribonucleico (ARN) total de los leucocitos aislados fue extraido con el uso de un kit
comercial QIAmp Viral RNA (QIAGEN) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Brevemente, el procedimiento requiere realizar una lisis celular, atrapar el ARN en una
membrana y realizar una elucién con agua libre de ARNasas. Se removié el RNAlater por medio

de centrifugacién (5,000 x g por 10 min), retirando el sobrenadante. Se homogenizaron las
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muestras de leucocitos con amortiguador AVL y acarreador de ARN. Se colocoé etanol puro y se
utilizaron membranas para retener el ARN, centrifugando a 6,000 x g por 1 min. Las membranas
fueron lavadas con la solucién amortiguadora AW1 (QIAGEN) y se centrifugé a 6,000 x g por 1
min. A continuacion, se lavaron las membranas con la solucién AW2 (QIAGEN) y se
centrifugaron a 17,000 x g por 4 min. Finalmente, para obtener el ARN, se colocaron 60 uL del
amortiguador AVE (QIAGEN) y se incubaron por 1 min, realizando un paso de centrifugaciéon
final a 6,000 x g por 2 min. Las muestras se alicuotaron y se congelaron a -20°C hasta su uso. El

ARN fue cuantificado usando un espectrofotémetro (NanoDrop 2000 Thermo Scientific).

La expresiéon de los genes HO-1, TNF-a, IL-1B, IL-6 (Tabla 2) en las muestras de humanos y
tursiones fue medida por PCR cuantitativa con transcripcién reversa (RT-qPCR) con un
termociclador CFX 96 (Bio Rad), utilizando el kit TagMan RNA-to-Ct 1-Step. Se cuantificé la
expresion del gen constitutivo gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, gen
comunmente usado como referencia) (Liu et al., 2015). Se llevaron a cabo dos reacciones de RT-
gPCR por cada muestra de ARN para cada gen. Para cada reaccién de RT-qPCR, se utilizo
TagMan RT-PCR Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific), agua libre de nucleasas, oligonucleétidos
(25 uM), sonda marcada con fluorescencia FAM™ (10 uM), TagMan RT Enxyme Mix (40X) y ARN

como templado (Tabla 3).

Para todos los genes, las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 48°C por 15 min
(transcripcién reversa); 95°C por 10 min y 40 ciclos a 95°C por 15 s y 60°C por 1 min, con una
medicién de fluorescencia en el paso de extensidn. La amplificacién de cada gen fue realizada
con los oligonucleétidos descritos en la Tabla 2. Los datos se normalizaron contra GAPDH y

. / -AA
fueron analizados con el método 2724

(Schmittgen y Livak, 2008). Los valores de expresion son
manejados como valores relativos a la expresion del gen constitutivo y, por lo tanto, no tienen

unidad de medicidn.
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Tabla 2. Oligonucledtidos y sondas disefiadas para los ensayos de reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa con transcripcién reversa.

Nombre

Oligonucleétido/Sonda

Secuencia (5'-3')

No. Acceso GenBank

Homo_GAPDH_Fw
Homo_GAPDH_Rv
Homo_GAPDH_P

CACTGGCGTCTTCACCACC
ATCAGCAGAGGGGGCAGAG
AAGGCTGGGGCTCATTTGCAGGGGGGAG

NM_001256799.3

Homo_HMOX1_Fw

CTTTGAGGAGTTGCAGGAGC

Homo_HMOX1_Rv AATCTTGCACTTTGTTGCTGGC NM_002133.3
Homo_HMOX1_P ACCCATGACACCAAGGACCAGAGCCC
Homo_IL1b_Fw CAGAAAACATGCCCGTCTTCC
Homo_IL1b_Rv ACTCTCTGGGTACAGCTCTC NM_000576.3
Homo_IL1b_P ACCAAAGGCGGCCAGGATATAACTGACT
Homo_IL6_Fw GATGGCTGAAAAAGATGGATGC
Homo_IL6_Rv ACTCTCAAATCTGTTCTGGAGG NM_000600.5
Homo_IL6_P TCTGGATTCAATGAGGAGACTTGCCTGG
Homo_TNF_Fw GTGGAGCTGAGAGATAACCAG
Homo_TNF_Rv GGAGCACATGGGTGGAGG NM_000594.4
Homo_TNF_P AGGACCTGGGAGTAGATGAGGTACAGG
Turs_GAPDH_Fw GCAAGGTCATCCCTGAGCTG
Turs_GAPDH_Rv CAGATCCACGACGGACACG XM_019925987.1
Turs_GAPDH_P AAGCTCACTGGCATGGCTTTCCRCGTC
Turs_HMOX1_Fw GCGTCCCTCTGTCTCTGG

Turs_HMOX1_Rv
Turs_HMOX1_P

TAAAGTTCAGGTCATTGGCTGG
TTTTGGTTGGGGGAGATGCCGCAGACT

XM_004315885.2

Turs_IL1b_Fw TGACCTGTTATTTGAGGCTGAC

Turs_IL1b_Rv GATGCTCTCATCTCCCGTGG AB028216.1
Turs_IL1b_P AACAGATGAAGTGCTGCGTCCAACACC

Turs_IL6_Fw GGGTTCAATCAGGAGACTTGC

Turs_IL6_Rv ATACTCATTCTGGAGGTAGTCC XM_004330286.2
Turs_IL6_P AATCACCACCGGCCTTCTGGAGTATCA

Turs_TNF_Fw CATCCATCCTATCCCACCTC

Turs_TNF_Rv GCCCAGCCCTGAGTCCC AB049358.1
Turs_TNF_P TTACTCCTTCAGACCCGCTCATCCCCT

Homo, Homo sapiens; Turs, Tursiops truncatus; GAPDH, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; HMOX1, hemo oxigenasa-1;
IL1b, interleucina-1pB; IL6, interleucina-6; TNF, factor de necrosis tumoral; FW, sentido; RV, antisentido; P, sonda.
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Tabla 3. Componentes del ensayo de reaccidon en cadena de la polimerasa cuantitativa con
transcripcién reversa.

Componente Volumen por reaccion (pL)
TagMan RT Enzyme Mix (40 X) 0.25

TagMan RT-PCR Mix (2X) 5

Primer Fw 0.5

Primer Rv 0.5

Sonda 0.5

Agua libre de RNasas 3.25

Templado ARN 2.5

6.11 Actividad de hemo oxigenasa

Para determinar la actividad enzimatica de la hemo oxigenasa (HO) se llevd a cabo un
fraccionamiento celular. Para ello, se homogenizd6 una muestra de leucocitos aislados de
humano y tursiones (Tursiops truncatus) sometidos a un tratamiento con 10 ug mL? de
lipopolisacdrido (LPS) y controles (sin LPS). A las muestras de leucocitos se les afiadid un
inhibidor de proteasas (PMSF, 0.2 M, 1 uL) y se homogenizaron con un sonicador ultrasénico
QSonica® con punta delgada, utilizando una amplitud del 80% durante 15 segundos
manteniendo siempre el homogenizado en hielo. Al homogenizado se le afiadié 100 pL de
sacarosa (0.75 M) y se centrifugd a 1,000 x g por 10 min a 4°C, se transfirio el sobrenadante a
un nuevo tubo eppendorf, se centrifugd a 13,000 x g por una hora a 4°C, y se transfirid el

sobrenadante a un nuevo tubo, el cual se utilizé para los ensayos enzimaticos.

Los componentes del ensayo enzimatico (tabla 4) fueron cargados en una microplaca junto con
las muestras (cada una se analizé por duplicado), y ésta se colocd en el espectrofotdmetro a
37°C (previamente calentado) durante 1 hora. Para la medicién de absorbancia, se tomaron

lecturas (464 nm) cada 10 minutos (comenzando con una lectura inicial inmediata).

La determinacién de la actividad enzimatica se llevé a cabo con un ensayo acoplado en donde la
biliverdina producida por HO fue utilizada como sustrato por la biliverdina reductasa para

producir bilirrubina (Basu et al., 2020). Se determind la actividad enzimatica (ecuacién 2) como
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la generacién de nanomoles de bilirrubina mL™* h™; el AAbs h™* fue obtenido a partir de la
pendiente generada con los valores de absorbancia en funcién del tiempo (valores de R®
mayores a 0.9). Ademas, se analizaron reacciones sin muestra (blanco) y reacciones sin hemina,
para verificar los valores de absorbancia de la reaccion sin muestra y sin el sustrato.

(2)

AAbs/h Volumen total
Volumen muestra

Actividad HO= X dilucion

Nota: el paso odptico fue corregido con el uso del software y el equipo Multiskan Sky,
ajustdndose a una cubeta de 1 cm. El equipo hace un ajuste utilizando el bufer de reaccién y
dos longitudes de onda (975 y 900 nm). Finalmente, se determind la concentracidn de proteina
total en cada muestra utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976) a una longitud de

onda de 595 nm, se midid por triplicado a los 10 minutos a 25°C.

Tabla 4. Componentes del ensayo enzimatico.

Reactivo Concentracion Final
Glucosa 6 Fosfato 2 mM

Glucosa 6 Fosfato-Deshidrogenasa 1U

Hemina 0.2 mM

Biliverdina Reductasa 1U

NADPH 1 mM

Nota: Se afiadieron 20 pL de las muestras en 100 pL de la mezcla de reaccidn.

6.12 Ensayos ELISA para cuantificacion de citocinas

Para cuantificar las citocinas presentes en las muestras obtenidas a partir del bioensayo
proinflamatorio, se realizaron ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA; por su
acrénimo en inglés) utilizando kits para detectar IL-1B, IL-6 y TNF-a especificos para humanos y
tursiones de RayBio®, siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, 100 pL de cada
muestra (por duplicado) fueron incubadas por 2.5 h en una placa de 96 pozos para unirse a un
anticuerpo especifico. Los pozos fueron lavados con bufer de lavado y se anadieron 100 pL del

anticuerpo biotinilado y se incubaron por 1 h. El anticuerpo biotinilado no unido fue lavado con



38

bufer de lavado y se afiadieron 100 plL de estreptavidina conjugada con peroxidasa para unirse
a la biotina y se incubaron por 45 min. Nuevamente se realizé un lavado con bufer de lavado y
se afiadieron 100 pL de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) y se incubaron por 30 min, el TMB
es un sustrato que reacciona con la peroxidasa dando como resultado una tonalidad azul.
Finalmente, la reaccion se detuvo con 50 L de H,S040.2 M. La intensidad del color fue medida
inmediatamente a 450 nm utilizando un espectrofotémetro (Multiskan Sky; Thermo Scientific).
De acuerdo con el fabricante, los rangos detectables de las citocinas fueron de 0.3 pg mL* a 500
ng mL* (Tabla 5). Para realizar los célculos, cada ensayo especifico fue cargado con una curva
estandar (por duplicado) con valores predeterminados por el fabricante, y se determinaron los
valores de concentracién de cada citocina por medio de la ‘herramienta de anadlisis ELISA’ de
RayBio®. Esta herramienta grafica la curva estandar con los valores de concentracién en el eje X
y la absorbancia en el eje Y, y calcula los valores de concentracién de la citocina respecto a su

valor de absorbancia.

Tabla 5. Rango de deteccién de distintas citocinas proporcionado por el fabricante.

IL-1B IL-6 TNF-a
Especie Min. Max. Min. Max. Min. Max.
Homo sapiens (pg/mL) 0.4 100 1.37 1000 25 6000

Tursiops truncatus (ng/mL) 0.6 500 032 80 01 25

6.13 Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de normalidad y pruebas de igualdad de varianzas. Los datos de viabilidad
celular se analizaron usando una prueba t de Student (pareada; a=0.05). Los datos de RT-qPCR
y la actividad enzimatica se analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de
comparaciones post hoc (prueba de comparacion multiple de Tukey (Keselman y Rogan, 1977),
de comparacion multiple LSD de Fisher (Williams y Abdi, 2010) o prueba t de Welch (Welch,
1947)). En todos los casos se considerd significancia estadistica cuando a<0.05. Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism versién 5 (GraphPad Software, San Diego,

California, EE. UU.). Los graficos se generaron utilizando GraphPad Prism.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion in silico del gen hemo oxigenasa-1 de Tursiops truncatus

La estructura genética de la HO-1 del tursidn se determind con herramientas bioinformaticas. El
marco de lectura abierto es de 864 pb y se determinaron cinco exones y cuatro intrones. Se
detectaron elementos reguladores proximales en la region reguladora (hasta -1000 pb) (Fig. 2),
incluidos los siguientes factores de transcripcién AP-2, NF-kB, factor de choque térmico 1
(HSF1), transductores de sefial y activadores de transcripcion (STAT1:: STAT2), el factor nuclear
eritroide 2 (NF-E2), y el factor de unién a CCCTC (CTCF), el cual es un factor de transcripciéon
multifuncional. Ademads, se detectaron sitios de unién para los factores de transcripcion
mencionados en la regién proximal de HMOX1 (Fig. 3). Se calculé la mejor puntuacién de
coincidencia para los sitios de unién de AP-2 y NF-E2 con un valor E de 0.053 y 0.69,
respectivamente, en comparacion con la secuencia del gen descrito para los seres humanos. La
mejor coincidencia para NF-kB, con E = 0.82, fue para el chimpancé; para HSF1, la mejor
coincidencia con E = 0.0016 se encontrd en las dos secuencias de primates; para STAT1:STAT2,
se obtuvo la mejor coincidencia con E = 0.14 para el cerdo, y para CTCF, se calculé la mejor
coincidencia con E = 0.23 para la levadura. Para todas las coincidencias en este estudio, los
valores E fueron inferiores a 1.5 y todos los valores p de la posiciéon fueron menores de 0.0001.
Al buscar cCREs, sélo se usaron los factores de transcripcion con experimentos de
secuenciacion de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIPseq) para el factor de transcripcion
dado con picos que cruzan el elemento regulador cis seleccionado para verificar los sitios de

union de los factores de transcripcion identificados por MEME.

7.2 Modelacidn proteica y del sitio activo de hemo oxigenasa-1 de Tursiops truncatus

La estructura tridimensional de HO-1 del tursion fue obtenida por modelacion a partir de la

estructura cristalizada de HO-1 fusionada con citocromo P450 reductasa de Rattus norvegicus

(Protein Data Bank no. 6J7A) con un 80% de identidad entre ambas moléculas. La composicion
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de estructuras secundarias por medio de la plataforma web STRIDE reveld la presencia de 10
hélices-a, una de las cuales en el extremo C-terminal pertenece al dominio transmembranal de
anclaje al reticulo endopldsmico y tres hélices 3¢ (Fig. 4). Para la modelacidn del sitio activo se
alined con la HO-1 de H. sapiens en complejo con el grupo hemo (Fig. 5); se muestran los
residuos mas cercanos al grupo hemo. Este estd acomodado entre dos hélices, la proximal y
distal. En la hélice proximal se encuentra la histidina-25 (His-25), que sirve de ligando al grupo
hemo (2.1 A). El grupo hemo cuenta con dos propionatos que orientan el grupo hemo y
posicionan el carbono-a-meso para su hidroxilacién. Dos de los aminoacidos que interactuan
con el propionato del hemo tienen distancias al grupo propionato de 4.4 y 3 A para lisina (Lys)-
179,y 6 y 4.4 A para arginina (Arg)-183 (tursién y humano, respectivamente). Curiosamente, se
encontré que Lys-18 del tursién interacttia con ambos propionatos cerca de 1.4 A, lo que podria
indicar una interaccion electrostatica, mientras que la distancia en Lys-18 del humano es 4.2 A.
En conjunto, estos tres residuos se encuentran proximos a dichos propionatos y sus

interacciones determinan la direccién del grupo hemo.

Tiarsiops truncatus Hmaox1
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Figura 2. Estructura del gen hemo oxigenasa 1 (HMOX1) del tursién (Tursiops truncatus). Se
muestra la regién reguladora (1,000 pb) y los exones e intrones. Los limites entre exones e
intrones fueron obtenidos a partir de la base de datos Ensembl. Se muestran los elementos
reguladores proximales. Factor nuclear eritroide 2 (NF-E2), factor de unién a CCCTC (CTCF),
proteina activadora 2 (AP-2), factor nuclear kappa B (NF-kB), factor de choque térmico 1 (HSF1)
y transductores de sefial y activadores de transcripcién (STAT1:: STAT2).
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Figura 3. Prediccidn de los sitios de unidn para factores de transcripcion en la regién promotora
del gen de hemo oxigenasa 1 (HMOX1) del tursién (Tursiops truncatus). Proteina activadora 2
(AP-2), factor nuclear eritroide 2 (NF-E2), factor de unién a CCCTC (CTCF), factor de choque
térmico 1 (HSF1) factor nuclear kappa B (NF-kB), y transductores de sefial y activadores de
transcripciéon (STAT1 :: STAT2). Se muestran los valores E y p. La hebra sentido y antisentido se
muestra con un (+) y (-) respectivamente.

7.3 Diferencias conformacionales y sustituciones en la hemo oxigenasa-1 de Tursiops
truncatus

Se determinaron niveles moderados de alineamiento (RMSD ~ 0.5) al comparar la estructura
terciaria de HO-1 de humano contra diversas estructuras terciarias de HO-1 de animales con
distintas adaptaciones fisioldgicas (Fig. 6). El alineamiento entre la HO-1 del tursion y del
humano reveld numerosas sustituciones aminoacidicas (Fig. 7), en su mayoria conservadas. Se
han identificado numerosos sitios y regiones que forman parte de la configuracién y regulacion

de HO-1. Con base en ello, analizamos estos arreglos en la HO-1 de la rata topo (H. glaber) y el
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pez fundulo (F. heteroclitus) ambos tolerantes a la hipoxia, la rata (R. norvegicus) sensible a la
hipoxia, el ratén ciervo (P. maniculatus bairdii) adaptado a gran altitud, la rana comun (R.
temporaria) adaptada al frio, y mamiferos marinos con diferentes capacidades de buceo como
el lobo marino de California (Z. californianus), el cachalote (P. catodon) y el tursion (T.
truncatus) comparandolos con la HO-1 de H. sapiens. En la regién definida como la "huella
digital de HO-1", se encontraron cuatro aminoacidos con un plano de rotacion diferente al del
humano (Tabla 6); seis aminodacidos posicionados en el sitio de interaccién con el grupo hemo
tienen una rotacién sobre el carbono B (CB) (Fig. 7). La cadena lateral de guanidina de Arg-183
se encuentra invertida 93.8°. Todas las estructuras terciarias analizadas en este estudio tienen
aminoacidos con rotacion diferente en comparacion con la HO-1 de humano; sin embargo, la

HO-1 del tursidn fue la que presentd un mayor niumero de cambios.

Figura 4. Modelo por homologia de hemo oxigenasa 1 del tursion Tursiops truncatus. El
dominio transmembranal se muestra en rojo. Las hélices 319 se presentan en café, y las hélices-
a se presentan en colores distintos. A) Se muestran los extremos N y C terminal; el grupo hemo
se encuentra entre las hélices proximal (azul) y distal (verde claro). B) Modelo de la molécula
girada 180°.
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Figura 5. Modelaciéon por homologia del allneamiento del SITIO activo de hemo oxigenasa 1 de
tursién (Tursiops truncatus) y humano (Homo sapiens). Se seiialan los residuos mas préximos al
grupo hemo. Los atomos de carbono se presentan en verde para el tursién y en blanco para el
humano (a excepcién del grupo hemo, en el que se muestran en purpura), los dtomos de
nitrégeno en azul, los de oxigeno en rojo. (B) Modelo del sitio activo rotado 180°.

Tabla 6. Residuos de la hemo oxigenasa 1 (HO-1) del tursién (Tursiops truncatus) en los que se
encontré diferente angulo de rotacion que en la proteina correspondiente del humano (Homo

sapiens).

Residuo Angulo de rotacién (°)  Locacién/funcién

Lisina-18* 50.1 Interaccidn con los propionatos del grupo hemo
Lisina-22* 80.5 Cercania a los propionatos del grupo hemo

Acido glutdmico-29* 68.8

Lisina-149* 53.3
Lisina-179* 49.8
Arginina-183* 19.5
Lisina-153 52.3
Valina-130 124.2
Glutamina-145 112.9
Valina-146 48.5

Residuo de contacto del ‘bolsillo’ del grupo
hemo

Parte de la firma de HO-1

Interaccion con los propionatos del grupo hemo
Interaccion con los propionatos del grupo hemo
Localizado dentro de la ‘huella digital’ de HO-1
Localizado dentro de la ‘huella digital’ de HO-1
Localizado dentro de la ‘huella digital’ de HO-1
Localizado dentro de la ‘huella digital’ de HO-1

*Residuos con mayor interaccién en el ‘bolsillo’ del grupo hemo; se muestran con mas detalle en la figura 7.
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Figura 6. Alineamiento de estructuras tridimensionales de hemo oxigenasa-1 (HO-1) de
vertebrados con diferentes adaptaciones fisioldgicas. Las estructuras fueron alineadas con la
HO-1 de humano. Rata (Rattus rattus) (cian), pez fundulo (Fundulus heteroclitus) (violeta), rata
topo desnuda (Heterocephalus glaber) (magenta), cachalote (Physeter catodon) (verde opaco),
tursién (Tursiops truncatus) (verde), lobo marino de California (Zalophus californianus) (azul),
ratdn ciervo (Peromyscus maniculatus bairdii) (amarillo), rana comun (Rana temporaria) (café
claro). Se indican los valores de la desviacion de la media cuadratica (RMSD).
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Figura 7. Sitio de interaccion del grupo hemo y comparacién de la alineacién de hemo
oxigenasa 1 del tursion (Tursiops truncatus) con la del humano (Homo sapiens). El dngulo de
rotacién se muestra en grados. El carbono beta esta indicado en negro. Se muestran la hélice
distal (A) y proximal (B). Los &tomos de carbono se muestran en verde para el tursién y gris para
los humanos (excepto para el grupo hemo, en el que los dtomos de carbono se muestran en
purpura), los &tomos de nitréogeno en azul y el oxigeno en rojo.

7.4 Alineamiento de secuencias de hemo oxigenasa-1 de eucariotas

Se elaboré un mapa de calor con 245 secuencias aminoacidicas de HO-1 de diversos eucariotas
para determinar la presencia de areas conservadas a través de diversos grupos de eucariotas
(Fig. 8). En la mayoria de las proteinas de las especies en las que hasta ahora se ha identificado,
se encuentra una huella digital de HO-1 y se propone que éste es un sitio indispensable para su
funcién catalitica. Dentro de esta regidn se encuentra el dominio de glicina (Gly-Asp-Leu-Ser-
Gly-Gly), el cual se encuentra sobre el grupo hemo y puede proveer la flexibilidad requerida
para la unién del sustrato (hemo) y la liberacion del producto (biliverdina) (Wilks, 2002). En el

presente estudio, se encontrd que sélo tres grupos (plantas, moscas y hongos) carecen del
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dominio de glicina. La His-25, identificada como el residuo mas préximo al hierro del grupo
hemo (2.1 A), esta totalmente conservada entre las especies analizadas en el presente estudio.
Una sustitucion de este residuo causa la inactivacion de la enzima, aunque su actividad puede
ser restaurada con imidazol exégeno (Wilks et al., 1995). Por ultimo, en el extremo C-terminal,
se encuentra la regidon transmembranal de anclaje al reticulo endoplasmico.
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Figura 8. Mapa de calor elaborado a partir de 245 secuencias aminoacidicas de hemo
oxigenasa-1 (HO-1) de eucariotas. Se muestran estructuras terciarias de HO-1 de mamiferos,
hélices alfa (café), hélices 319 (azul). Se muestra la histidina-25, la huella digital de HO-1, el
dominio de glicina, y la regién transmembranal. El color en las columnas indica la frecuencia del
aminoacido a través de todas las especies analizadas, verde para mayor frecuencia, rojo para
cero.
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Las secuencias de aminodcidos deducidas de las HO-1 de mamiferos se presentan en la Tabla 1.
Se observd un porcentaje de identidad entre las secuencias de aminodcidos mayor al 70%, con
excepcion del koala (P. cinereus) que tuvo un porcentaje entre 60 y 70% en comparacion con
los mamiferos placentarios. Los niveles mas altos de identidad se observaron entre los érdenes
individuales, superando el 90%. Lo anterior sugiere que HO-1 es una proteina con regiones
altamente conservadas en mamiferos (Fig. 9). Adicionalmente, se determind la presencia de
cisteina (el residuo menos abundante en las proteinas) en casi todas las secuencias de HO-1 de

especies eucariotas aqui analizadas con la excepcién de primates y mamiferos marinos.

7.5 Presidn selectiva en el gen de hemo oxigenasa-1 de cetaceos y primates

El calculo de la relacién dN/dS se realizd6 mediante el método de ventana deslizante (Fig. 10)
para cetdceos y primates. S6lo se detectaron dos sitios bajo seleccidén positiva entre cetdceos y
ninguno para primates, mientras que la mayoria de los sitios parecen estar bajo seleccion
purificadora para ambos grupos. Para identificar los sitios bajo presién selectiva se utilizé un
método ML, FEL. Con este método se detectaron dos sitios (50 y 196, p=0.032; 0.009
respectivamente) bajo seleccidn positiva y cinco sitios bajo seleccién purificadora (se

proporcionan mas detalles en la Fig. 9).

7.6 Analisis filogenético de hemo oxigenasa-1 de mamiferos

El 4rbol filogenético (Fig. 11) fue construido a partir de 24 secuencias de HO-1 (Tabla 1)
utilizando el método de maxima verosimilitud. Se agrupd a las HO de mamiferos marinos de
acuerdo con el orden al que pertenecen (cetdceos, sirenios y carnivoros), y con sus parientes
terrestres mas cercanos. El arbol filogenético fue enraizado con la HO-1 del koala debido a su
pertinencia como mamifero y por su lejania al resto de los mamiferos placentarios por ser
marsupial. El orden de los primates fue agrupado con un 99% de valor de bootstrap. Los
cetaceos se agruparon con un valor de bootstrap del 99%, y este grupo con el cerdo comun
(como representante de los artiodactilos terrestres), con un valor de bootstrap de 83%. El

manati se agrupo6 con el elefante africano (superorden afroterios) con un valor de 92%, y los
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carnivoros con un valor de 98%. Estos resultados sugieren que los mamiferos marinos son un

grupo artificial con mayor similitud con sus parientes terrestres dentro de cada orden.

El arbol de tiempo de los mamiferos seleccionados se estimd con RelTime a partir de los datos
de la secuencia de ADN de HMOX1 basandose en el arbol filogenético previamente construido
en este estudio con topologia ML. Para los artiodactilos, la fecha estimada de divergencia fue
67.4 Ma, para los carnivoros 79.6 Ma, para los primates 85.8 Ma, y al comparar los mamiferos
placentarios con el representante marsupial, se calculé un tiempo de divergencia estimado de
95 Ma. Estos resultados indican que los primates son el orden mas antiguo entre las especies de

mamiferos analizadas en el presente estudio.
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Figura 9. Andlisis multiple de secuencias de hemo oxigenasa 1 de mamiferos. En negritas se
encuentra la histidina-25; se sefiala la ‘huella digital de HO-1’; se presenta el motivo de glicina
encerrado en un cuadro, y la regién transmembranal de anclaje al reticulo endopldsmico
subrayado. Los sitios con seleccion positiva y negativa se indican con (+) y (-), respectivamente.
* indica los residuos idénticos.
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Figura 10. Tasas de sustitucién no-sinénimas/sinénimas (dN/dS) a lo largo de la secuencia de
codificacion del gen de hemo oxigenasa 1 de mamiferos. La linea continua es la tasa dN/dS de
cetdceos. La linea discontinua representa la tasa dN/dS en primates.
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Figura 11. Arbol filogenético consenso de varias secuencias de hemo oxigenasa 1 (HO-1) de
mamiferos. El andlisis incluyé 24 secuencias de aminodcidos. Todas las posiciones con menos
del 95% de cobertura del sitio fueron eliminadas. Hubo un total de 288 posiciones en el
conjunto de datos final. El arbol fue enraizado a la secuencia de HO-1 del koala (Phascolarctos
cinereus).

7.7 Aislamiento leucocitario y concentracion letal por exposicidn a lipopolisacaridos

La viabilidad de leucocitos por exposicién a LPS en dos tiempos (24 y 48 h) se determind por
medio de la técnica de exclusidn con azul de tripano. Los valores de porcentajes de viabilidad y
perfil leucocitario se determinaron a partir de ~1,000,000 de leucocitos aislados. Usando el
modelo probit para determinar la concentracion letal (Fig. 12), se determind la concentracién
de LPS a la que muere el 22% de células (CL,,), obteniendo 9.5 ug mL™ de LPS como punto de
interseccion para ambas especies. La exposicion a LPS tuvo un impacto significativo en la
viabilidad de los leucocitos, ya que se encontrd un mayor numero de células muertas al
compararlas con sus respectivos controles utilizando una prueba t de Student (pareada; a=0.05)
(Tabla 7). Se determiné el menor porcentaje de viabilidad (~70%) a las 48 horas de exposicién a

10 pg mL ' de LPS en leucocitos de ambas especies.
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Tabla 7. Viabilidad (% células vivas) de leucocitos de humano (n=9) y tursion (n=9) expuestos a
10 pg mL* de LPS por 24 y 48 horas. Control = células sin tratamiento.

Especie 24 horas 48 horas
Control LPS Valorp Control LPS Valor p
Homo sapiens 89.17+2.3 82.28+41 0.005 86.78+4.17 72.56+7.3 0.0018

Tursiops truncatus 91.06+3.01 78.89+5.5 0.0001 90.61+5.23 71.78+4.67 0.0001

Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo para verificar el aislamiento leucocitario
y que no hubiera contaminacién por otros componentes celulares sanguineos (Fig. 13). En las
muestras de humanos los neutréfilos se encontraron en mayor concentracion (~50%), seguidos
de los linfocitos (33%). En comparacion, en las muestras de tursiones el patrén se encuentra
invertido (18% y 76%, neutrofilos y linfocitos, respectivamente). En ambas especies, el resto de
los leucocitos (monocitos, eosindfilos) se encontraron en menor concentracion (<15 %), y
debido a que no se observaron basdfilos en las muestras de tursiones y en las muestras de

humanos sélo se encontraron basoéfilos en algunas muestras, no se incluyeron en el analisis.

Calculo de la concentracion letal

2 4.54 -©- Humano
‘a CL 22 2R
[«] -&- Tursion
- R%=0.99
0. 4.0
&
- R%=0.99
©
S 3.5
©
y =
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= 3.0 T T

04 0.7 1.0

LPS (Logyo)

Figura 12. Porcentaje de letalidad de leucocitos de humanos (Homo sapiens) y de tursiones
(Tursiops truncatus) en probits graficado contra la concentracidn (expresada en logaritmo base
10 de lipopolisacaridos (LPS)). Valores obtenidos con el andlisis de exclusion con azul de tripano
(n=9). Se muestra la concentracién en la cual muere el 22% de la poblacién celular (CLy,) en
linea punteada.
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Figura 13. Porcentaje celular determinado por citometria de flujo de leucocitos aislados de
muestras de sangre humana (Homo sapiens) y tursiones (Tursiops truncatus). Los datos se
presentan como media + desviacidon estandar (n=5-8). Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas entre tratamientos (*p<0.05, **p<0.01; prueba t no pareada).

7.8 Expresion de genes asociados a la respuesta inflamatoria

En las figuras 14 y 15 se presentan los resultados de la expresidn relativa de los genes que
codifican para las citocinas (/L-18, TNF-a e IL-6) y HMOX1 en leucocitos de humano y tursiéon
expuestos a 10 pg mL* de LPS (tratamiento) y sin LPS (control) por 24 y 48 horas, utilizando la
expresion de GAPDH como referencia; se indica la media + desviacién estandar. En leucocitos
humanos, la expresién relativa de /L-18 en condiciones control a las 24 h fue de 1 + 0.65,
mientras que después de la exposicion a LPS durante 24 h fue de 97.5 + 57.2 (aumento
significativo de 96 veces; prueba t de Welch, p=0.0002), mientras que a las 48 h la media fue de
0.64 + 0.41 y 43.9 = 31 para el grupo control y el grupo tratado con LPS, respectivamente
(aumento significativo de 61 veces, prueba t de Welch, p=0.005). La expresion de TNF-a a las 24
h en condiciones control fue de 1 + 0.54, mientras que a las 24 h de exposicion a LPS fue de
2.85 * 1.1 (aumento significativo de ~2 veces, prueba de comparacion de medias de Tukey,
p<0.001) y a las 48 h los valores fueron 1 + 0.62 y 2.45 + 1.24 para el grupo control y el

tratamiento con LPS, respectivamente (aumento significativo de ~1 vez, prueba de comparacion
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de medias de Tukey, p=0.008). La expresion de /L-6 a las 24 h fue de 0.77 + 0.68 en condiciones
control y 0.76 + 0.12 al tratarlas con LPS; y a las 48 h la media del grupo control fue de 0.78 +
0.67 mientras que al ser expuesto a LPS fue de 2.21 £ 0.61 (aumento significativo de ~3 veces,
prueba de comparaciéon de medias de Tukey, p<0.001) al ser expuestos a LPS. Finalmente, la
expresion de HMOX1 en condiciones control a las 24 h fue de 0.85 + 0.54 y al ser expuestos a
LPS la media fue de 0.8 + 0.6, mientras que a las 48 h fue de 0.8 £ 0.64 y 0.45 £ 0.4, control y

LPS, respectivamente.

En leucocitos de tursién los niveles de /L-16 fueron de 1 + 0.7 y 2.4 + 0.43 para el grupo control
y LPS respectivamente a las 24 h (aumento significativo de 1.4 veces, prueba de comparacion
de medias de Tukey, p=0.0002); y a las 48 h la expresiéon en el grupo control fue de 1 + 0.37 y el
grupo expuesto a LPS fue de 1.62 + 0.14. La expresién de IL-6 a las 24 h fue de 1 £ 0.56 y 3.64 +
2.01 respectivamente para el grupo control y el tratado con LPS (aumento significativo de ~1
vez, prueba t de Welch, p=0.008); mientras que a las 48 h, la expresién de IL-6 fue de 0.02
0.03 en el grupo control y 0.13 + 0.2 para el grupo tratado con LPS. Los niveles de expresiéon de
TNF-a a las 24 h en condiciones control fueron 1 + 0.37 y para el grupo tratado con LPS fueron
1.11 + 0.38; mientras que la expresion a las 48 h fue de 0.86 + 0.29 y 0.94 + 0.38 para el grupo
control y el tratado con LPS, respectivamente. Por uUltimo, la expresién de HMOX1 a las 24 h fue
de 1+0.39y0.2 +0.08 en el grupo control y el tratado con, LPS respectivamente (disminucion
de ~1 vez, prueba de comparaciéon de Tukey, p=0.006); mientras que a las 48 h fue de 0.99 + 0.9
para el grupo control y 0.43 £ 0.23 para el grupo con LPS. Estos resultados muestran que la
exposicién al LPS aumenta la expresién de citocinas en los leucocitos humanos, mientras que

esta respuesta es atenuada en los leucocitos de tursién.
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Figura 14. Expresion relativa de interleucina 1B (/L-18), Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), e
interleucina 6 (/L-6) en leucocitos de humanos (A, Cy E; Homo sapiens) y tursiones (B, D y F;
Tursiops truncatus) en respuesta a la exposicién a lipopolisacarido (LPS, 10 ug mL™?) y sin LPS
(control) por 24 y 48 h. Los niveles de expresion fueron normalizados con la expresidon de
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa por el método 22, Las barras representan las medias
y las lineas la desviacién estandar (n = 3-6). Los asteriscos (*) denotan diferencias significativas
entre tratamientos (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba de comparaciéon multiple de Tukey
o prueba t de Welch).
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Figura 15. Expresién relativa de hemo oxigenasa 1 (HMOX1) en leucocitos de humanos (A;
Homo sapiens) y tursiones (B; Tursiops truncatus) en respuesta a la exposicién a
lipopolisacarido (LPS, 10 pug mL™) y sin LPS (control) por 24 y 48 h. Los niveles de expresién
fueron normalizados con la expresion de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa por el
método 272, Las barras representan las medias y las lineas la desviacién estandar (n = 4-6). *
denota diferencias significativas entre tratamientos (**p<0.01; prueba de comparacién multiple
de Tukey).

7.9 Actividad de hemo oxigenasa en leucocitos

Los valores de absorbancia obtenidos a 464 nm fueron graficados en funcién al tiempo para
obtener la pendiente. Los valores de la reaccién blanco (sin muestra) fueron sustraidos a los
valores de las muestras. Se calcularon los valores de actividad de HO de muestras de leucocitos
de humanos y tursiones con LPS y control (sin LPS) a las 24 y 48 horas (Fig. 16). La actividad de
HO se detecto en todas las muestras analizadas sin importar tratamiento o especie; la actividad
es expresada como nano moles de bilirrubina mg'1 de proteina hora™ y se indica la media %
desviacion estandar de la actividad. En leucocitos de humano los valores de actividad a las 24 h
fueron 8.02 + 4.01 y 8.38 £ 3.76 para los grupos control y tratados con LPS, respectivamente;
mientras que a las 48 h fueron 6.18 + 2.81 y 8.05 + 4.51, control y LPS, respectivamente. En
leucocitos de tursidn a las 24 h la actividad fue de 4.7 £ 1.14 para el grupo control y 5.95 + 2.2
para el grupo tratado con LPS; mientras que a las 48 h el grupo control tuvo valores de actividad
de 9.47 + 3.95 y el grupo tratado con LPS fue de 15.41 + 9.62 (aumento significativo de ~1 vez,

comparacion de medias con la prueba de la diferencia minima de Fisher, p=0.01).
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Figura 16. Actividad de hemo oxigenasa en leucocitos aislados de humanos y tursiones
expuestos a un reto proinflamatorio. Las barras representan la media (n=6-7) y las lineas la
desviacién estandar. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05; prueba de Ila
diferencia minima de Fisher). LPS, lipopolisacarido.

7.10 Ensayos ELISA de citocinas utilizando leucocitos aislados estimulados con LPS

Dado que la expresién de citocinas proinflamatorias aumenté de forma diferencial en presencia
de LPS en leucocitos humanos y de delfines, se utilizd un ensayo ELISA especifico para
determinar si la estimulacién con LPS también aumentaba las citocinas a nivel de proteina (Fig.
17); se indica la media * desviacién estandar a partir de la concentracion en pg/mL para
humanos y ng/mL para tursiones (solo textualmente). En los leucocitos humanos, los niveles de
IL-1B a las 24 h fueron 4.01 + 1.86 para el grupo control y 38.8 + 20 para el grupo tratado con
LPS (aumento significativo de 9 veces, prueba t de Welch, p=0.009) y a las 48 h, los niveles del
grupo control fueron de 2.44 + 0.87 mientras que los del grupo tratado con LPS fueron de 22.36
+ 11.2 (aumento significativo de 8 veces, prueba t de Welch, p=0.004). Para TNF-a los niveles a
las 24 h control y LPS fueron de 118.4 + 12.6 y 134.72 + 22.5, respectivamente; mientras que a
las 48 h fueron de 134.4 £ 19.54 y 143.2 + 20.95, control y LPS, respectivamente. Los niveles de
IL-6 a las 24 h fueron de 31.1 + 8.11 y 26.81 + 6.33 para el grupo control y el grupo tratado con
LPS respectivamente; mientras que a las 48 h los niveles fueron de 32.23 + 6.9 y 32.74 £ 7.75,
control y LPS, respectivamente. En células de tursion, los niveles de IL-1B a las 24 h fueron
12.89 + 5.04 y 22.61 + 10.51, control y LPS respectivamente (aumento significativo de 1 vez,
prueba t de Welch, p=0.01). Los niveles de TNF-a a las 24 h en el grupo control fueron de 2.56 +

0.38 y para el grupo con LPS fueron de 2.61 + 0.67; y a las 48 h, los niveles de TNF-a fueron 2.98
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+ 0.69 y 2.91 + 0.71 para el grupo control y el grupo tratado con LPS, respectivamente.

Finalmente, los niveles de IL-6 a las 24 h control fueron 6.18 + 0.91 y de 24 h LPS fueron 5.87 +

1.02; mientras que a las 48 h el grupo control fue de 4.71 + 0.49 y en el grupo tratado con LPS

fue de 5.36 + 0.96.
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Figura 17. Niveles de citocinas (pg/mL) en leucocitos de humanos y tursiones (Tursiops

truncatus) estimulados con LPS (10 pug mL™) por 24 o 48 h. Las muestras se analizaron en un

ensayo ELISA especifico para cada especie. Interleucina (IL)-1B, Factor de Necrosis Tumoral
(TNF)-a e IL-6 como se describe en materiales y métodos. Los datos se presentan como media +
desviacién estandar (n= 5-7). Los asteriscos (*) denotan diferencias significativas entre
tratamientos (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba t no pareada). Control = sin exposicion a

LPS.
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8. DISCUSION

8.1 Elementos reguladores en el gen de la hemo oxigenasa-1 del tursion

La expresién de HO-1 se controla principalmente a nivel de transcripcion (Choi y Alam, 1996).
Por ello, se analizaron las secuencias primarias de hemo oxigenasa 1 de diversas especies para
determinar la presencia de secuencias de union a factores de transcripcidon utilizando
herramientas bioinformaticas. Estudios previos reportan secuencias de unién en mamiferos
terrestres para AP-1, AP-2, NFkB, HSF y factor-2 relacionado con NF-E2, que regulan
positivamente a HMOX1 (Lavrovsky et al., 1994; Inamdar et al., 1996). Ademds de esas
secuencias, en el presente estudio se encontrd una secuencia de unién para STAT1: STAT2 en la
HMOX1 del tursidn, similar a la reportada para la HMOX1 de rata (Lee et al., 2000). El factor de
transcripcién STAT actla como un transductor de sefiales en el citoplasma y como activador de
la transcripcidn en el nucleo cuando las células encuentran citocinas (Kisseleva et al., 2002). La
fosforilacién de STAT1 y STAT2 da como resultado heterodimeros con el factor regulador de
interferén 9 e induce la expresiéon de genes estimulados por interferén (Stark et al., 1998),
como la proteina quimioatrayente de monocitos (Kopydlowski et al., 1999) y la monocina
inducida por interferén-y (Hiroi y Ohmori, 2003). Adicionalmente, se encontré una secuencia de
unién para CTCF en la levadura (S. cerevisae), en la rana africana (Xenopus laevis) y en los
cetaceos analizados en este estudio. El factor de transcripcion CTCF controla la activacién,
represion y silenciamiento de diversos genes (Chernukhin et al., 2007; Ohlsson et al., 2010). En
ratones transgénicos, CTCF ha sido asociado con la caja E proximal del gen de HO-1 (Kim et al.,

2012).

8.2 Conservacion de las secuencias y estructuras de hemo oxigenasa-1 de mamiferos

La HO-1 es una enzima integral del reticulo endoplasmico liso, con una regién transmembranal

en el extremo C-terminal que le permite anclarse en el reticulo endopldsmico (Kikuchi et al.,

2005). Esta region, compuesta por una secuencia hidrofdbica, estd conservada entre todas las
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especies de mamiferos analizadas en este estudio. En células expuestas a hipoxia, HO-1 se ha
encontrado en la fraccién nuclear, con un peso molecular de 28 kDa y truncada, con 52
aminoacidos menos en el extremo C-terminal (Lin et al., 2007); aunque no muestra actividad
enzimdtica, es asociada con la activacion de la AP-1 (factor de transcripcién involucrado en la
proliferacién celular) (Lin et al., 2008) y de la proteccidn antioxidante mediante un aumento en
la produccién de glutation (Hori et al., 2002). Se ha encontrado una mayor concentracion de
glutatiéon en la sangre de mamiferos marinos en comparacién con mamiferos terrestres
(Vazquez-Medina et al., 2007) y, dado que los mamiferos marinos estdn mds expuestos a
eventos hipdxicos desencadenados por la I/R asociada al buceo, es posible que una HO-1

truncada también sirva como factor de transcripcion en estos animales.

Las estructuras secundarias, como las hélices a, son esenciales para la funcién de una proteina
y cualquier cambio en la secuencia de aminodcidos puede alterar su naturaleza. Las estructuras
de la HO-1 del tursién y del humano presentan un nivel de identidad del 82.6%, dejando
espacio para cambios conformacionales en su estructura, como sugiere el nimero de
sustituciones de aminodcidos. La disposicion y las propiedades de los aminodcidos son clave
para la funcién de una proteina (P4l et al., 2006); una sola mutacion puede alterar la funcién y
la estructura de la proteina. Por ejemplo, dentro del dominio de glicina de la HO-1, la mutacién
de Gly-139 o Gly-143 resulta en la pérdida de la actividad oxigenasa (Liu et al., 2000). En el
presente estudio, no se encontrd el dominio de glicina en la HO-1 de la levadura, moscas de la
fruta (Drosophila melanogaster, Ceratitis capitata) ni arabidopsis; similar a lo reportado en D.
melanogaster y A. thaliana, donde la glicina-139 es reemplazada por alanina (Davis et al., 2001;
Zhang et al., 2004), lo que sugiere que la estructura del ‘bolsillo del grupo hemo’ en estas

especies es diferente.

Se determiné la presencia de cisteina en la mayoria de las secuencias aminoacidicas de HO-1 de
eucariotas analizadas en el presente estudio; sin embargo, no se encontrd cisteina en las HO-1
de primates y mamiferos marinos. Este aminodcido (cisteina) parece estar bajo una constante

presion evolutiva, y es considerado una adicion tardia al codigo genético (Trifonov, 2004). La
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cadena lateral (grupo R) de la cisteina reacciona en condiciones de estrés (como en la presencia
de patdégenos) con un aumento en los niveles de moléculas oxidantes (Shenton y Grant, 2003);
por lo tanto, una proteina inducible por estrés, como HO-1, podria beneficiarse de la falta de un

aminodcido sensible a los compuestos oxidantes.

8.3 Interacciones en el sitio activo

En el presente estudio, se analizaron las interacciones del grupo hemo con residuos en el sitio
activo (Fig. 5). Aunque, en general, la estructura del sitio activo de la HO-1 del tursién no
muestra diferencias notables con aquella del humano, en una inspeccién puntual se
encontraron cambios en la rotacidn de varios aminodcidos. Estos cambios en la rotacién del
plano podrian estar involucrados en la conformacidon de los aminoacidos del sitio activo,
proveyéndole de una mayor actividad enzimatica. Aunque el cambio de Ala a Thr (posicion 133)
en el tursién es una sustitucion conservada, la cadena lateral de alanina no es reactiva, por lo
gue rara vez participa en la funcidn de la proteina; en contraste, la treonina tiene un grupo
hidroxilo bastante reactivo y es un aminoacido comun en los centros funcionales de las

proteinas (Barnes, 2007).

En el presente estudio, se determind que los residuos Lys-18, Lys-22, Lys-179 y Arg-183 en la
estructura de la HO-1 del tursion tienen una rotacién diferente a la del humano (Fig. 7). El
grupo hemo tiene tres propionatos que ayudan a orientarlo y posicionar el carbono a-meso
para la hidroxilacién; su interaccion a través de un puente de hidréogeno facilita esta
hidroxilacion (Schuller et al., 1999). Los propionatos del grupo hemo pueden influir en las
propiedades electrénicas de la proteina (Guallar y Olsen, 2006). La regioselectividad de HO-1 se
debe a la rotacion del grupo hemo, y su configuracion esta dictada por los residuos basicos
cerca del sitio de propionato, Lys-18, Lys-22, Lys-179 y Arg-183 (Kikuchi et al., 2005). Los
resultados obtenidos en el presente estudio podrian indicar diferencias en las propiedades
electrdnicas y en la regioselectividad de la HO-1 del tursién en comparacién con la del humano.

Aunque la Lys-18 del tursion tiene una interaccién mds cercana con el propionato que la Lys-18
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del humano, esto debe interpretarse con cautela ya que se ha demostrado la flexibilidad del
bolsillo del hemo (Schuller et al., 1999; Wilks, 2002) y, hasta la fecha, no hay evidencia de la

estructura cristalografica de la HO-1 en ninguna especie de cetdceos.

8.4 Presion selectiva en la evolucion molecular de hemo oxigenasa-1 del Tursiops truncatus

La tasa evolutiva de las proteinas no es uniforme, incluso en un grupo como los mamiferos. Los
cetdceos son uno de los linajes de mamiferos con adaptaciones mas extensas a las condiciones
ambientales (Thewissen y Bajpai, 2001). Existe evidencia de una tasa evolutiva acelerada en la
mioglobina de los cetaceos (Nery et al., 2013), lo que sugiere un régimen selectivo para
adaptarse a las demandas en el medio acudtico. Aunque el registro fésil de Cetacea
proporciona un claro ejemplo de macroevolucién, destacando la transicién adaptativa del estilo
de vida terrestre al acuatico, en los delfines modernos, como en el género Tursiops, hay
evidencia de una radiacidn rdpida con la mayor parte de su divergencia dentro del Pleistoceno
(2.58 Ma — 117 mil anos atras). En el presente estudio, se construyé un arbol filogenético con
las secuencias reportadas de la HO-1 de 24 especies de mamiferos; como era de esperar, se
dividieron en distintos érdenes o superdrdenes. Los nodos internos representan los ancestros
comunes mas recientes de al menos dos linajes evolutivos. Se estimd un ancestro comun de los
cetdceos y el cerdo comun (67.4 millones de afos), aproximadamente 10 millones de afios

antes de la transicion de los cetaceos de la tierra al mar (Thewissen et al., 2007).

En el presente estudio, la evidencia de seleccidn positiva se detecté mediante dos métodos.
Aunque los sitios con seleccidn positiva estan dentro de una configuracién de hélice-a, parece
gue no hay cambios notables en la configuracién de la proteina entre las especies analizadas.
Ademas, al comparar cetaceos y primates, se determind una mayor evidencia de seleccion
purificadora para ambos grupos, lo que indica una conservacién evolutiva de la estructura de la
secuencia codificante. La seleccién purificante (negativa) favorece un exceso de sustituciones

sindnimas versus no sindnimas, evitando el cambio de un aminoacido, eliminando asi
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mutaciones deletéreas (Monteiro et al., 2010). En conjunto, los procesos de seleccion positiva y

negativa son parte de la seleccién natural.

En los cetdceos, se han identificado genes bajo seleccién positiva, como la hemoglobina vy
mioglobina (involucrados en el transporte del oxigeno), asi como genes involucrados en la
regulacion de la vasoconstriccion, como la endotelina y la arginina vasopresina; todos ellos,
genes relacionados con la tolerancia a la hipoxia (Tian et al, 2016). Ademas, se han
determinado adaptaciones moleculares (en funcidon de los cambios correspondientes en los
conjuntos de propiedades fisicoquimicas de los aminodcidos) en el gen del citocromo b de
cetdceos (McClellan et al., 2005). En conjunto, parece que el genoma de los cetdceos estd bajo
una presion selectiva que resulta en una evolucidén adaptativa a un estilo de vida acudtico.
Diversos autores sugieren que los mamiferos marinos tienen adaptaciones moleculares al
estrés oxidativo y a la inflamacién asociados a eventos de hipoxia e I/R (Allen y Vazquez-
Medina, 2019; Hindle, 2020). Esta adaptacion al estrés oxidativo e inflamacion puede deberse a
los genes que codifican para HIF-1 (Johnson et al., 2005; Bi et al., 2015), el sistema glutatién
(Yim et al., 2014), peroxiredoxinas (Zhou et al., 2018), hemoglobina y mioglobina (Nery et al.,
2013; Tian et al., 2016).

8.5 Viabilidad de leucocitos por exposicion a lipopolisacarido in vitro

En mamiferos, los leucocitos son activados por los componentes de la superficie de patdgenos,
como bacterias y hongos (Medzhitov y Janeway, 1997). Entre estos componentes se encuentra
el lipido A de la membrana celular de bacterias Gram negativas, que activa el TLR4. Este
receptor inicia la sintesis de diversos mediadores de inflamacién, incluyendo TNF-a e IL-1B
(Dinarello, 1991; Beutler y Cerami, 2003). Este proceso incrementa la produccion y liberacién
de ERO como parte de la accion microbicida de los neutroéfilos (Itou et al., 2002; Keogh et al.,
2011). La letalidad de leucocitos de humanos expuestos in vitro a a-hemolisina (toxina
bacteriana con capacidad litica) fue del 85% en los primeros 15 minutos de exposicién, mientras

gue en condiciones control (sin la toxina) la viabilidad permanecié estable (Cavalieri y Snyder,
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1982). Sin embargo, en el presente estudio, la letalidad por exposicion a LPS fue menor al 30%,
por lo que se puede suponer que, aunque sea una sustancia que desencadena diversas

reacciones, su citotoxicidad es baja.

Aunque el LPS regula la supervivencia de los neutroéfilos al retrasar la apoptosis (Colotta et al.,
1992; Lee et al., 1993) y aumentar la migracion espontanea (Boribong et al., 2019), que es
crucial para encontrar el sitio de infeccidn, también induce la apoptosis de linfocitos (Geatch et
al., 1999); ademas, factores como el tiempo de exposicidn y la dosis afectan la viabilidad celular
(Sabroe et al., 2002). Adicionalmente, TNF-a participa en la inhibicién de la eferocitosis de los
neutrdfilos, lo cual es crucial para la resolucion de la inflamacién (McPhillips et al., 2007).
También, la exposicién a LPS, TNF-a o la IL-1B exdgenas pueden prevenir la apoptosis de
monocitos, lo que sugiere que la apoptosis esta regulada por ciertas citocinas liberadas por los
monocitos estimulados con LPS (Mangan et al., 1991). En ausencia de una estimulacion
adecuada, los monocitos estan programados para sufrir una secuencia de eventos moleculares

gue conducen a la muerte celular.

En el presente estudio, la exposicion a LPS disminuyd la viabilidad celular en leucocitos
humanos y de tursién en un grado similar, lo que sugiere que las diferencias observadas en la
expresion, y los niveles de citocinas y la actividad de HO no resultan de diferencias en la
viabilidad celular. Adicionalmente, los resultados obtenidos demuestran una composicion
celular especifica en leucocitos aislados de humanos y tursiones, asi como respuestas
diferenciales a la estimulacion con LPS. Los neutrdfilos del delfin nariz de botella comprenden
hasta ~70% de los glébulos blancos circulantes en especimenes adultos, mientras que los
linfocitos hasta ~40%, los eosindéfilos ~30% y los monocitos solo hasta ~10% (Lahvis et al., 1993;
Goldstein et al., 2006; Schwacke et al., 2009). Estos resultados concuerdan en cierta manera
con nuestros hallazgos, con la excepcidn del recuento de linfocitos, siendo el mas elevado entre
la subpoblacién de leucocitos de delfines, seguidos de los neutréfilos y los eosindfilos. A la
fecha no se han reportado linfocitos como el leucocito mas abundante en muestras de sangre

de tursion.
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En humanos, los neutrdfilos pueden comprender hasta ~70% de los leucocitos en circulacién, y
una vez activados por patégenos u otros estimulos, aumentan su capacidad para migrar al sitio
de infeccién y su capacidad de fagocitar patégenos (Amulic et al., 2012; Lehman y Segal, 2020).
A su vez, los neutréfilos son mediadores de la inflamacidn produciendo citocinas como IL-1, IL-
6, TNF-a, entre otras, las cuales pueden activar otros tipos de células inmunes y otros
neutréfilos (Cassatella, 1999). Adicionalmente, los neutréfilos pueden reclutar monocitos e
incrementar su fagocitosis (Soehnlein et al.,, 2009), los cuales pueden realizar funciones
proinflamatorias liberando citocinas en respuesta a LPS (Cros et al., 2010). Por lo tanto, una
mayor proporcion de neutréfilos y monocitos en las muestras humanas en comparacion de
tursiones parecen indicar una respuesta inflamatoria cldsica en humanos y contribuyen a

explicar la respuesta atenuada en delfines.

La neutrofilia es caracteristica en las primeras etapas de la inflamacidn; sin embargo, para
evitar el dafio celular debido a la acumulacién de ERO y proteasas, los neutrdéfilos pueden ser
remplazados por monocitos y linfocitos después de 24 a 48 horas (Scheller et al., 2011). La vida
media de los neutréfilos puede ser prolongada en presencia de interferén-y liberado por
linfocitos-T (Ellis y Beaman, 2004) e IL-17 (liberada por el subtipo Th17), el cual puede
incrementar la granulopoiesis y el reclutamiento de neutréfilos (Ouyang et al., 2008).
Adicionalmente, los linfocitos-T pueden activarse en respuesta al LPS estando en contacto con

monocitos (Mattern et al., 1994, 1999).

La respuesta inflamatoria en un modelo clasico de dafio por I/R es mediada principalmente por
neutréfilos en una etapa temprana (Linfert et al., 2009) y monocitos y macréfagos infiltrandose
después, extendiendo la etapa temprana (Ysebaert et al., 2000). Los linfocitos-B y T pueden
participar como mediadores en el dafio por I/R (Linfert et al., 2009). Sin embargo, los linfocitos
pueden participar en la recuperacion del dafio ocasionado por I/R. En ratones deficientes de
linfocitos-CD4 con isquemia de extremidades, su recuperacién fue tardia y acompafiada de
atrofia muscular y fibrosis en comparacién con ratones que expresaban linfocitos-CD4 (Stabile

et al., 2003). Adicionalmente, la supresion de linfocitos-T reguladores aumentan los indices
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necroéticos en un modelo de dafio por I/R en rifidn de ratones (Midory et al., 2006). Finalmente,
una mayor proporcion de linfocitos en las muestras de tursiones en comparacidon con las
muestras de humanos determinadas en este estudio, parece indicar una respuesta inflamatoria
diferencial; sin embargo, se debe realizar un ensayo de proliferacién para determinar qué tipo

de linfocito fue detectado y en qué proporcién en la sangre de tursiones.

En el presente estudio, el porcentaje de eosindéfilos en tursiones fue mayor que en las muestras
humanas, y aunque un aumento en el conteo de eosindfilos en sangre se ha relacionado con
infecciones helminticas, también se ha reportado en etiologias bacterianas (Tefferi, 2005).
Ademas, se ha asociado un recuento elevado de eosinéfilos con una disminucidon de la
proliferacién de linfocitos en tursiones expuestos a toxinas de algas (Schwacke et al., 2010). La
respuesta de los eosindfilos a LPS es contradictoria, con expresion de TNF-a, IL-8 y proteina
catidnica de eosindfilos (Takanaski et al.,, 1994; Pl6tz et al., 2001), pero también falta de
respuesta a LPS en eosindfilos de humanos (Sabroe et al., 2002). Por ultimo, dado que los
glébulos blancos se componen de diferentes tipos subcelulares, es importante determinar su
perfil de subpoblacién, ya que los cambios en la composicidn de los leucocitos pueden alterar
significativamente la expresion génica general (Morey et al., 2016), y debido a que el perfil
leucocitario fue significativamente diferente entre especies, esto puede tomarse como una

fuente de variacién en la respuesta inflamatoria.

8.6 Los leucocitos de Tursiops truncatus muestran una respuesta de citocinas atenuada al
exponerse a lipopolisacaridos

En el presente estudio, a las 24 horas de exposicion a LPS, se determind un aumento atenuado
en la expresion relativa de /IL-18 en leucocitos de tursién (cambio de ~1 vez) al compararse con
la expresion en leucocitos humanos (~100 veces). Esto concuerda con un reporte en leucocitos
de T. truncatus estimulados con 5 ug LPS mL™ aislados a partir de dos especies de bacterias
(Salmonella minnesota y E. coli) en el cual se detectd, por medio de RT-PCR, un aumento en la
expresion de /L-16 a las 3 horas de exposicion (Ohishi et al., 2011). Diversas células inmunes y

no inmunes pueden generar y liberar IL-13 como parte de una respuesta rapida a sefiales
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inflamatorias; éste, a su vez, puede actuar como un amplificador de reacciones inmunes
(Dinarello, 2014). Entre las sefiales inflamatorias que inducen la expresion de IL-18 se
encuentran los ligandos de TLR, TNF-a, y la IL-1B (en procesos de autoinduccidn) (Toda et al.,
2002). Aunque la IL-1B es requerida para iniciar una respuesta inmune innata y moldear la
respuesta inmune adaptativa (Garlanda et al., 2013), una produccion excesiva de IL-1p puede
contribuir a desarrollar enfermedades autoinmunes (Cordero et al.,, 2018), promover la
induccién y propagacion de tumores (Garlanda et al., 2013) e inducir la muerte celular

inflamatoria (Kovacs y Miao, 2017).

La expresion relativa de IL-18 a las 48 h de exposicidon a LPS aumentd significativamente en los
leucocitos de humano (61 veces); sin embargo, regresd a niveles basales en los leucocitos de
tursién. La actividad inflamatoria de IL-1B puede ser inhibida con la presencia de su receptor
antagonista IL-1ra, producido por macréfagos, linfocitos y neutréfilos (Krzesicki et al., 1993;
Jenkins y Arend, 1993). En leucocitos de tursién estimulados con LPS, la expresion del IL-1ra
aumentd en comparacién con los leucocitos no estimulados (Ohishi et al., 2011). Ademas, el IL-
1ra recombinante de tursién mostrd una inhibicidn significativa de IL-1B (Inoue et al., 2001)
mayor que el IL.-1ra humano (Granowitz et al., 1992); ello respalda la hipdtesis de que los

leucocitos de tursidon poseen mecanismos antiinflamatorios intrinsecos.

Ademas de IL-1PB, LPS induce la secrecion de otras citocinas proinflamatorias, incluido TNF-a en
leucocitos de mamiferos marinos y terrestres (Eggesbg et al., 1994; Levin et al., 2014). En el
presente estudio, se observd un aumento significativo en la expresién de TNF-a en humanos,
pero no en leucocitos de delfines después de la exposicién a LPS durante 24 o 48 h. De manera
similar, en leucocitos de tursion y del delfin de costados blancos del Pacifico (Lagenorhynchus
obliquidens) no se detectaron cambios en la expresion de TNF-a al ser estimulados con
concavalina A (un mitégeno), mientras que en leucocitos de beluga (Delphinapterus leucas), la
expresion de TNF-a disminuyod (Sitt et al., 2008). En conjunto, la expresion de TNF-a (iniciada
por LPS) parece mantener en mayor medida la respuesta proinflamatoria en humanos que en

cetaceos.
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En el presente estudio, la expresién de /L-6 aumentd en leucocitos humanos expuestos a LPS
durante 48 horas y en leucocitos de tursidn expuestos a LPS durante 24 horas. De manera
similar, la expresiéon de /L-6 aumentd en leucocitos de tursién expuestos a LPS durante 3 h
(Ohishi et al., 2011). Ademas, se detectd IL-6 en sueros de fase aguda de tursiones y orcas
(Orcinus orca), pero no en animales sanos (Funke et al., 2003). Estos resultados sugieren una
regulacion inflamatoria atipica en los leucocitos de cetdceos. Curiosamente, se observd un
aumento en los transcritos de /L-6 en los leucocitos de delfines adultos con enfermedades
cronicas estimulados con un mitégeno en comparacién con delfines jovenes sanos (Hofstetter
etal., 2017), lo que implica un papel crucial de la IL-6 en la inflamacidn crénica. Finalmente, una
menor produccion de IL-6 en suero de focas de Weddell estimuladas con LPS en comparacién
con el suero humano (Bagchi et al., 2018) sugiere la presencia de un elemento antiinflamatorio
en la sangre de los mamiferos buceadores, lo que respalda los hallazgos del presente estudio.

Una elevacion en los niveles de IL-6 puede inhibir la liberacién de IL-1B y TNF-a (Akira et al.,
1990; Schindler et al., 1990) lo que puede crear un bucle de retroalimentacién y terminar con la
respuesta inflamatoria. Adicionalmente, la IL-6 puede regular el cambio de fenotipo de los
macrofagos, favoreciendo la produccion del fenotipo M2 (antiinflamatorio), involucrado en la
reparacion de tejidos (Mauer et al., 2015). Por otro lado, la apoptosis de los neutrofilos (debido
a su corto tiempo de vida, ya sea in vivo o in vitro) libera slL-6R, lo que facilita la cascada de
transeifalizaciéon. En los leucocitos humanos, el desprendimiento de sIL-6R (debido a la
apoptosis de neutréfilos (Scheller et al., 2011)) y el aumento de los niveles de transcripcién de
IL-6 después de 48 h de exposicidn a LPS (el presente estudio), podrian tomarse como evidencia

de un efecto proinflamatorio a través de la activacion de transefalizacion.

Las citocinas IL-1B, IL-6 y TNF-a son cruciales para el combate de infecciones y el desarrollo de
inflamaciones agudas. Sin embargo, en humanos una mala regulacion o niveles altos de estas
citocinas pueden llevar al desarrollo de tumores y diversas enfermedades al mantener la
activacion de NF-kB (Huang et al., 2016) y promover la actividad de la ruta MAPK (Kim y Choi,
2015). Juntos, estos resultados sugieren adaptaciones especificas en la respuesta inflamatoria

(a través de la produccion de IL-1B, TNF-a e IL-6) en leucocitos de mamiferos marinos, lo que
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apoya la teoria de un mecanismo antinflamatorio de mamiferos marinos como una estrategia

para mitigar el potencial dafio causado por la hipoxemia y eventos de I/R asociados al buceo.

8.7 En leucocitos de Tursiops truncatus la exposicidon a LPS incrementa la actividad de hemo
oxigenasa

Aunque no se detecté un aumento en la expresién de HMOX1 inducida por LPS en ninguna de
las condiciones analizadas en el presente estudio, la actividad de HO aumentd en los leucocitos
de tursién, pero no en los de humanos expuestos a LPS. Hasta donde sabemos, no existen
informes previos de actividad de HO en mamiferos marinos. A su vez, las discrepancias entre la
expresion génica y la actividad enzimatica pueden resultar de modificaciones postraduccionales
y estabilidad de la proteina (Glanemann et al., 2003; Craig et al., 2007). Ademas, un plano
diferente de rotacién de algunos aminoacidos en el sitio activo de HO-1 de tursion (Reyes-
Ramos et al., 2021) puede explicar la diferencia en la actividad de HO entre leucocitos humanos
y de tursidén sin cambios en los niveles de transcripcién. Adicionalmente, se ha reportado en
ratones deficientes de HO-1 un aumento en la inflamaciéon y mayor tasa de mortalidad en
condiciones de sepsis (Wiesel et al., 2000), mientras que la sobreexpresién de HO-1 provee de
proteccidn en eventos de I/R en el higado de ratén (Poss y Tonegawa, 1997) y disminuye la
estabilidad de los transcritos de IL-1B en macréfagos de ratén (Vitali et al., 2020). Finalmente, la
expresion de HMOX1 se correlaciond positivamente con los niveles de CO y aumentd con la
edad y la capacidad de buceo en el musculo esquelético de los elefantes marinos del norte
(Piotrowski et al., 2021), lo que sugiere que la HO participa en la citoproteccion en mamiferos

con capacidad de buceos profundos.

Los enfoques moleculares para dilucidar los mecanismos intrinsecos que confieren tolerancia
natural contra el estrés oxidativo y la inflamacién en mamiferos marinos incluyen cambios en la
secuencia y la actividad transcripcional de HIF-1 (Johnson et al., 2004, 2005; Bi et al., 2015),
genes de hemoglobina y mioglobina (Nery et al., 2013; Tian et al., 2016), respuesta de citocinas
(Bagchi et al., 2018) y araquidonato 5-lipoxigenasa (Blawas et al., 2021). Aun asi, el

conocimiento de los mecanismos antiinflamatorios en mamiferos marinos es escaso. En el
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presente estudio, reportamos un aumento en la actividad de HO en leucocitos de tursion
estimulados con LPS. En mamiferos marinos con capacidad de buceo de profundidad, como el
elefante marino (M. angustirostris), se han reportado niveles elevados de CO en sangre, lo cual
puede provenir de altos niveles de hemoproteinas (Tift y Ponganis, 2019). De esta manera, el
nivel elevado de CO (producto de la degradacion del grupo hemo) en los mamiferos marinos,
puede prevenir el dafio tisular causado por ciclos irregulares de I/R (Tift y Ponganis, 2019) y
tiene potentes efectos antiinflamatorios (Motterlini y Otterbein, 2010). Por lo tanto, la
actividad de HO puede contribuir a la respuesta atenuada de citocinas observada en este
estudio. En apoyo de esta idea, la sobreexpresién de HO-1 disminuye la produccion de TNF-a en
macréfagos de raton expuestos a LPS (Otterbein et al., 2000; Nakahira et al., 2006), y en
esplenocitos de ratones knock-out HO-1 se observaron incrementos significativos en los niveles
de IL-1, IL-6 y TNF-a al compararlos con esplenocitos que expresaban la HO-1, ambos
estimulados con LPS (Kapturczak et al., 2004). Finalmente, se ha reportado que la
sobreexpresién de HO-1 y el uso de CO exdgeno parecen atenuar la respuesta inflamatoria
vascular por inhibicién de la expresidn de dxido nitrico sintetasa inducible inducida por IL-1B en

células de musculo liso vascular de rata (Yang et al., 2004).

8.8 La exposicion a LPS aumenta los niveles de IL-1B de manera diferencial en leucocitos
humanos y de Tursiops truncatus

La deteccion de citocinas (a nivel de proteina) de mamiferos marinos se ha basado,
tradicionalmente, en la reactividad cruzada de kits y reactivos disponibles comercialmente
entre las especies (Vecchione et al., 2008); sin embargo, estos resultados pueden no mostrar un
resultado valido ya que no se ha establecido si la actividad biolégica es similar entre las diversas
especies de mamiferos marinos y terrestres. Ademas, independientemente de tener secuencias
de aminodcidos similares, la unién de la citocina a su receptor puede verse alterada incluso con
pequeiias diferencias en su identidad (Altmann y Kastelein, 1995; Vecchione et al., 2008). Aqui,

cuantificamos distintas citocinas con el uso de kits ELISA comerciales especificos.
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De manera similar a nuestros resultados obtenidos por RT-gPCR, los niveles de IL-1B inducidos
por LPS en leucocitos de tursion fueron menores en comparaciéon con las células humanas. La
IL-1B juega un papel importante en el inicio de la inflamacién y el control de enfermedades
infecciosas, y se ha reportado que el LPS es un potente estimulador de IL-1B en células
mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) (Conti et al., 1991). Ademas, el IL-1ra
recombinante de delfin (drIL-1ra) parece tener una actividad antagonista mas alta que el IL-1ra
humano, ya que la concentraciéon de IL-1ra requerida para interferir con la actividad del IL-1 es
de 10 a 100 veces mayor que la de IL-1 (Granowitz et al., 1992), mientras que una
concentracion 1:1 del driL-1ra con IL-1PB inhibe el 50 % de la actividad de IL-1B en tursion (Inoue
et al., 2001). Dado que el LPS aumenta la expresion del IL-1ra en los leucocitos de los tursiones
(Ohishi et al., 2011), una respuesta atenuada en los niveles de IL-1B de los tursiones (este
estudio) puede explicarse por una mayor actividad antagonista del IL-1ra de tursién, apoyando
aun mas la idea de que los leucocitos de tursidn poseen mecanismos antiinflamatorios

intrinsecos.

La produccidon de proteina IL-6 parece ser menor en focas en comparacion con el plasma
humano cuando se estimula con LPS (Bagchi et al., 2018); sin embargo, no se encontraron
diferencias en los niveles de IL-6 entre tratamientos, aunque IL-6 fue detectado por ensayos
ELISA en todas las muestras aqui analizadas. Ademas, el LPS parece no aumentar los niveles de
TNF-a en las dos especies analizadas en este estudio. Curiosamente, en un estudio con PBMC
de tres especies de focas estimuladas con LPS, los niveles de IL-6 s6lo aumentaron en la foca
comun (Phoca vitulina), por otro lado, los niveles de TNF-a en PBMC de foca comun, focas
grises (Halichoerus grypus) y las focas arpa (Pagophilus groenlandicus) no aumentaron (Levin et
al., 2014). Se han demostrado discrepancias entre la transcripcion y los niveles de citocinas a
nivel de proteina (Favre et al., 1997); la expresién de TNF-a parece estar controlada a nivel
transcripcional y traduccional, ademas, TNF-a existe en dos formas bioactivas, la integrada en la
membrana y la forma soluble, por lo que, en presencia de TNF soluble, el nivel de expresién de
TNF transmembrana se sobrestima cuando se utilizan anticuerpos, ya que el TNF soluble se une

a los receptores de TNF dando sefiales falsas positivas (Gerspach et al., 2000).
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En conjunto, parece que la respuesta sostenida de IL-1B (tanto la transcripcion como los niveles
de proteina) a LPS en humanos y una mayor actividad de HO en leucocitos de delfines sugieren

una respuesta diferencial a un reto proinflamatorio entre mamiferos marinos y terrestres.

8.9 Adaptacion a la respuesta inflamatoria como consecuencia del buceo

Los mamiferos marinos experimentan transiciones fisioldgicas entre la normoxia y la hipoxia
debido al buceo; sin embargo, no presentan efectos dafinos en tejidos expuestos a I/R durante
la vasoconstriccidn periférica que se presenta durante el buceo (Allen y Vazquez-Medina, 2019;
Williams y Davis, 2021). Los mamiferos marinos mantienen un metabolismo aerdbico similar al
de mamiferos terrestres, aun cuando pasan la mayor parte de su vida con la limitante de la
disponibilidad de oxigeno, por lo que sélo pueden respirar periédicamente (Davis, 2019). Entre
las adaptaciones de cetdceos, como el tursién, para afrontar las consecuencias de la privacion
de oxigeno durante el buceo se encuentran la reduccién de la tasa metabdlica y
vasoconstriccion selectiva para asegurar la disponibilidad de oxigeno en drganos vitales
(Ramirez et al., 2007), asi como de una elevada concentracion de mioglobina, la cual es una
proteina que se une al oxigeno y puede liberarlo en periodos extendidos de hipoxia (Nery et al.,
2013). Adicionalmente, los eventos de oscilacion en la concentracion del oxigeno parecen
promover la capacidad antioxidante requerida para contrarrestar el dafio oxidativo (Wilhelm

Filho et al., 2002; Zenteno-Savin et al., 2002).

A pesar de las evidencias en las adaptaciones al buceo y al estrés oxidativo en cetdceos como el
tursidn, la informacidn que se ha generado respecto a la respuesta antiinflamatoria es escasa.
Un ejemplo notable es la presencia de compuestos antimicrobianos (p. e]. acido isovalérico) en
la capa de grasa (Koopman et al., 2003), lo cual puede ayudar en la sanacidn de heridas (Zasloff,
2011). El contacto con microorganismos patdgenos, como bacterias, en heridas (p. e]. abrasion,
mordidas por depredadores, dafio relacionado a la pesca, etc. (Celona et al., 2006; Bossley y

Woolfall, 2014)) y la posterior reacciéon inmune con leucocitos fagociticos puede contribuir a la
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generacion de ERO (Robinson, 2009), por lo que la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo

se encuentran ligados.

En leucocitos de tursidén se ha reportado una mayor concentracion del radical superdxido y una
mayor actividad de enzimas antioxidantes en presencia de endotoxinas en comparaciéon con
leucocitos humanos (Symon et al., 2021), potencialmente como parte de la respuesta
inflamatoria para eliminar patdégenos y una posterior respuesta antioxidante para mitigar el
dafo. Por lo que es probable que los leucocitos de tursién tengan una mayor respuesta para
eliminar moléculas oxidantes que los leucocitos humanos. Basandonos en estas evidencias y la
respuesta atenuada de citocinas proinflamatorias en leucocitos de tursién reportadas en el
presente estudio, aunado a una mayor actividad de HO, es probable que la respuesta
adaptativa generada tras aproximadamente 50 millones de afios de regresar al océano y
mantener el metabolismo aerdbico, asi como de una resiliencia a la hipoxia, hayan aportado en
mejorar la capacidad de terminar con la respuesta inflamatoria, ya sea por medio de una rdpida
resolucidn de la inflamacién con un mayor metabolismo de O,, o con una mayor actividad de

enzimas antiinflamatorias como la HO.
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9. CONCLUSIONES

Se caracterizd la secuencia nucleotidica y aminoacidica de HO-1 del tursién, T. truncatus, a
partir de secuencias depositadas en GenBank. Se encontraron diversos elementos reguladores
en la regidn proximal de la secuencia nucleotidica. La secuencia aminoacidica se encontrd
altamente conservada entre diversos érdenes de mamiferos y se modelé su estructura terciaria
y su sitio activo. Se determind evidencia de seleccidn positiva y, con un modelo de prediccidn,
se encontraron aminodcidos pertenecientes al dominio funcional de HO-1 con angulos de
rotacién diferentes en comparacién con la HO-1 de humano. Aunque la naturaleza inducible de
este gen en humanos se ha determinado experimentalmente, no hay evidencia experimental en
mamiferos marinos, como el tursién. El uso de las bases de datos publicas del genoma y los
programas para el analisis de dichas bases de datos, proporcionan una vision de las estructuras
moleculares y la evolucién de los genes de los mamiferos marinos, lo que permite generar
nuevas hipotesis sobre su naturaleza; con lo cual nos planteamos la hipdtesis de que los
mamiferos marinos (tursién), poseen una mayor capacidad antiinflamatoria que los mamiferos

terrestres (humano).

Se aislaron leucocitos a partir de muestras de sangre de humanos y tursiones, y se determiné su
viabilidad a distintas concentraciones de LPS; el tiempo fue un factor determinante para su
viabilidad. De igual manera, en leucocitos aislados de humanos y tursiones se determind el
efecto de LPS por medio de ensayos de RT-qPCR para la expresidn de los genes IL-18, IL-6, TNF-
o, HMOX1 y GAPDH; se encontrd evidencia de una regulacién de citocinas inflamatorias en los
tursiones. Adicionalmente, se cuantificaron los niveles de las citocinas proinflamatorias IL-1,
IL-6 y TNF-a por medio de ensayos de inmunodeteccion y se determind que el LPS influye en
mayor medida en la produccidn de IL-1B en leucocitos de humano en comparacion con los de

tursion.

No hay informes previos de la expresién de HMOX1 ni de la actividad de HO en mamiferos

marinos como el delfin nariz de botella T. truncatus. En resumen, una menor respuesta de las
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citocinas a un estimulo inflamatorio y un mayor nivel de actividad de HO en los leucocitos de
tursion determinados en el presente estudio podrian indicar una mayor respuesta
antiinflamatoria. Sin embargo, se necesitan estudios cinéticos que evallen potenciales cambios
en la actividad enzimatica de HO-1 de tursiones, y asi determinar si la respuesta de resolucién

inflamatoria ha cambiado con las adaptaciones de esta especie a un estilo de vida acuatico.
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11. ANEXOS

Anexo A. Efecto de la exposicion a LPS (10 ug mL™) durante 24 o 48 h sobre la expresién de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en leucocitos humanos y de tursion. Los
datos se presentan como media + desviacion estandar (n= 4-5; prueba de comparacién multiple
de Tukey). Control = sin exposicién a LPS.

Homo sapiens Tursiops truncatus
i — A -1 T 30- A
E - . —_ . g - _!._ T .'.Yl_
é = - e B~ =B
v 3 .
O 26 26
24 24
Control  LPS Control LPS Control LPS Control LPS

24 h 48 h 24 h 48 h
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Anexo B. Resumen de los analisis estadisticos realizados.

Pruebas de normalidad Prueba de igualdad de varianzas Comparacién de medias
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Especie Transcrito-proteina Control LPS Control LPS Control LPS Control  LPS Control vs LPS Control vs LPS
IL-18 (RT-qPCR) 1,2,3,45 4,6,7 1,2,3,45,6,7 1,2,3,45 Rechazar Welch; p<0.001 Welch; p=0.005
i Tukey, Fisher LSD;  Tukey, Fisher LSD;
TNF-at (RT-qPCR)  1,2,3,4,5 1,2,3,4,56,7 1,2,3,4,56,7 1,2,3,4,5 Brown-Forsythe; Bartlett p<0.001 p=0.008
1L-6 (RT-QPCR) 1,34 1,2,3,4,56,7 3,4 1,2,3,4,5,6,7 Brown-Forsythe; Conover N/A "’"‘:":’3; 2
- Hmox1 (RT-qPCR) 1,2,3,4,5,6,7 1,2,3,4,5 1,34 1,3 Brown-Forsythe; Levene N/A N/A
sapiens  IL-1P (ELISA) 6,7 56,7 6 6,7 Rechazar Welch; p=0.009 Welch; p=0.004
TNF-a (ELISA) 1,3.4 1,34 1,34 1,34 Brown-Forsythe; Levene N/A N/A
IL-6 (ELISA) 1,2,3,4,5 1,2,3,4,5 1,2,3,4,5 1,2,3,45 Brown-Forsythe; Levene N/A N/A
HO (actividad) 1,3,4 1,34 1,34 1,34 Brown-Forsythe; Levene N/A N/A
T
IL-16 {RT-gPCR) 4,5 1,2,3,4,56,7 1,3,4 1,2,3,4,5 Brown-Forsythe um‘:‘;s::; 1S0; N/A
TNF-a (RT-qPCR) 1,2,3,4,5,6,7 1,2,3,4,5,6,7 1,2,3,4,5,6,7 1,2,3,4,56,7 Brown-Forsythe; Levene N/A N/A
IL-6 (RT-qPCR) 1,2,3,4,56,7 1,2,3,4,5 Rechazar Rechazar Rechazar Welch; p=0.008 N/A
Tukey, Fisher LSD;
i 2 (RT- (2,3,4,5,6,7 1,2,3,4, 7 02,3,4,5,6,7 h N/A
n p‘Hmou( qPCR) 1,2,3,4,5,6,7 1,2,3,4,5 6 1,2,3,4,56 Brown-Forsythe p=0.006 /i
truncatus IL-1P (ELISA) 1,2,3,4,56,7 1,2 3,4,5,6,7 6,7 6 Brown-Forsythe Welch; p=0.01 N/A
TNF-a (ELISA) 1,3,4 1,34 13,4 1,3,4 Brown-Forsythe; Levene N/A N/A
IL-6 (ELISA) 13,4 1,34 1,3,4 1,34 Brown-Forsythe; Levene N/A N/A
HO (actividad) 1,3.4 1,34 1,34 1,4 Brown-Forsythe N/A Fisher LSD; p=0.01

Notas: *Shapiro-Wilk; *Anderson-Darling; *Martinez-iglewicz; “Kolmogorov-Smirnov; *D'Agostino Skewness; *D'Agostino Kurtosis; D'Agostina Omnibus
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