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RESUMEN

Se ha definido al estrés como la respuesta no especifica del organismo a cualquier demanda gue se hace
sobre &1 Dentro de los mecanismos involucrados en la adaptacidn de un organismo ai estrés, se encuentra
la funcién de las glandulas suprarrenales las cuales secretan, ademdas de otras hormonas, al cortisol, estas
hormonas regulan el metabelismo y apoyan al organismo en el manejo de! estrés, El cortisol representa el
95% de los glucocorticoides suprarrenales y los niveles sanguineos y salivales de este compuesto se han
usado ampliamente para valorar la funcién adrenocértica en relacion con el estrés,

En esta tesis hemos estudiado la relacion que existe entre fas condiciones del manejo de los delfines
Tursiops truncatus cuando éstos se transportan de un delfinario a ofro y 10s niveles sanguineos de cortisol,
de la aclividad de la p-glucuronidasa y del melondialdehido (MDA). Debido a que los animales
considerados como “nommales” o controles no se pudieron sangrar, los niveles de cortisol y B-
glucuronidasa sOlo se midieton en la saliva. Con el objeto de saber si 1os niveles de estos compuestos
tienen en los delfines un comportamiento diurno similar al observado en ofras especies de mamiferos
incluido el humano, las muesltras de saflva se tomaron a tres horas diferentes dei dia (9:30, 13:30 y 17:30
horas) de lunes a viernes. Los resultados indican que la ¢oncentracién de cortiso! en ia saliva mostré una
variacién diuma similar a la observada en el humano y otros mamiferos inferiores. Esta concentracion
disminuyé desde un valor de 2.5+ 0.48 ng / m! oblenido a las 9:30 hs hasta un valorde 1.0 + 0.82 ng / mi
a las 17:30 h(;ras, pasando por un valor intermedio de 1.3 1 0.34 ng / ml a las 13:30 horas. Los valores
para la p-glucuronidasa (ng /mg prof / hora) mostraron un comportamiento similar al del cortisol con un pico
a las 9:30 horas de 54+ 6 ng para después declinar a un valor de 42 + 4 ng a las 13:30 horas y llegar a un
vator de 24 1+ § ng a tas 17:30 horas.

En oftros dos grupos de delfines, los cuales fueron transportados por perfodes de 3 y 18 horas los
resuftados indican que los cambios de los fres pardmetros medidos en el suero de los delfines (cortisol, B-
glucuronidasa y MDA) que vigjaron 3 horas fuercn similares en ambos sexos ( Man-Withney p = 0.33, p=
1.00 y p = 0.20 respectivamente); sin embargo cuando se mide el indice de estrés (F/), éste parece ser
mayor en los machos que en las hembras (2.5 vs 1.8). Valores semejantes se encontraron en la actividad

de la p-glucuronidasa (2.7 vs 2.2). Cuando se analizan los resuitados obtenidos después de 3 y 18 horas
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de transporte sin considerar el sexo, cbservamos que 3 las 3 horas de transporte existe un aumento
significative (Kruskal-Wallis p< 0.05) en la concentracion de cortisol sanguineo al final del proceso, cuando
se compara con el valor observado &l inicio (32 + 3 vs 68 + 18 ng / mi). Este mismo comportamiento se
observa para la actividad de la p-glucuronidasa (0.47+ 0.08 vs 1.09 + 0.15 ng/mg prot/hora). Curiosamente
los valores de ambos parémsiros (corliso! y p-glucuronidasa) al inicio y al final del transporte de 18 horas
fueron similares incluso |a concentracion de cortisol al final del transporte sufiié un pequefio descenso.

Los resuitados relacionados con la determinacion sérica def malondialdehido (MDA) durante et transparte
de 3 y 18 horas muestran que los valores son mas altos al final {F) que al inicio (1) del experimento en
ambos grupos de animales (86 + 14 vs 91 + 16y 885 + 55 vs 1085 + 2.5 nmolasimg prot)
respectivamente. Los valores de malondialdehido en los delfines que viajaron durante 18 horas son mas
altos en ambos tiempos, sin embargo la capacidad de respuesta F / | es mayor en fos delfines que viajaron
3 horas (1.4 vs 1.2).

Los resultados presentados en esta fesis parecen indicar que los animales que viajan se estresan desde el
inicio de{ transporte ya que Ios valores de corlisol en este momento son més alfos que los valores para
cortisol encontrados por otros autores tante en delfines como en otros animales silvestres que se
consideran valores “control” o en “reposo®. Aungue son muy pocas las detenminaciones que se pudieron
realizar durante la fase experimental dichos resultades podrian indicar que los delfines que viajaron por 3
horas se estresan mas que los deifines que viajaron 18 horas, probablemente a consecuencia de una

adaptacidn al transporte o al proceso normal circadiano.



INTRODUCCION

1.- GENERALIDADES DE LOS DELFINES.

Dentro del grupo de los animales que forman la clase llamada mamiferos, las ballenas, los delfines y
ias marsopas constituyen el orden de los cetiiceos. Los cetdceos actuales se dividen en dos
subdrdenes: los misticetos ¢ cetdceos con ballenas y los odontocetos o cetdceos con dientes; cada
uno de fos cuales se divide a su vez en varias familias. Dentro del suborden de los odontocetos se
encuentra la familia de los delfinidos o delfines. Los delfines son mamiferos cuyo hébitat es el mar, por
lo que junto con las ballenas y marsopas se i8s ha denominado mamiferos marings. Son animales de
sangre caliente, respiran afre, nacen viviparamente y nufren a sus crias con leche al igual que los
humanos (1).

El delfin nariz de hotella cuyo nombre clentifico es Tursiops truncatus es quiza el delfin més conocido
y el mejor estudiade a causa de la facilidad con que se adapta al catitiverio, también es el mayor de
los detfines con hocico diferenciado, llegando a medir cuando es adulto hasta 4 m con un peso de 650
Kg (1),

Tanto machos como hembras alcanzan la madurez sexual entre los 5 y 12 afios de edad {variable). E
ciclo reproductor de ta mayor parte de las hembras dura dos o tres afios. Se alimentan de pequeiios
peces, congrios, mijoles, calamares y camarenes (1).

! delfin nariz de botella es tante costerc como peldgico. Esta especie de delfin esta ampliamente
distribuida desde las aguas frlas y templadas hasta las aguas tropicales de todos los mares del
munde. Las poblaciones costeras se encuentran en aguas poco profundas (30 m de profundidad) y en
civersos hébitats como las costas abiertas con fuerte oleaje hasta bahias resguardadas, canales y
grandes estuarios. Aunque es poco conocida la distribucién peldgica o en mar abierto, algunas
poblaciones aparentemente se encuentran a lo {argo del borde de la plataforma continental (2).

Eistos delfines se pueden agrupar en manadas de tamafic variado, que van de 2 a 100 individuos en
aguas costeras hasta clentos o miles de individuos en aguas profundas. También presentan grupos
residentes cuyo tamafio y composicién varian estacional o ditmamente en respuesta & uno o mas

factores producidos en su hébitat (2). La interaccién de estos delfines con el hombre es de gran



importancia, ya que en algunos lugares sirven como aiimento, en ofros son indicadores de la
presencla de cardimenes de peces de importancla comercial pero al mismo tiernpo es un competidor
para el hombre (2).

A principios de este siglo es cuando los delfines comienzan & tener importancia con fines recreativos
dentro de los deffinarios y hasta hace pocos afios con fines cientificos(2).

La préctica de mantener a los animales silvestres en cautiverio con fines de domesticacitn es casi tan
vieja como la historia misma. Los humanos empezaron a retener perros (relacionados con los lobos v
los coyotes) y gatos (relacionados en los feones y los leopardoes) como mascotas y eventualments
aprendieron a controlar se reproduccion y a establecer los diferentes razas actuales (3). Sin embargo
los mamiferos marinos nunca se han podido domesticar, aunque va se han dado algunos pasos con
este fin (3). El estudio de los delfines en cautiverio ha proporcionado los conocimientos suficientes
para ef control adecuado de ta calidad del agua de los delfiraries. Se ha aprendido que la piel de los
ceticeos esta constituida de células vivas con nidcleo por lo que una inmersién prolongada en agua
con salinidad inferior al 1% causa necrosis y ulceraciones (2).

En el case de algunas especies de animales cominmente cautivos, los programas de reproduccion
proporcionan ahora animates de exhibicién; sin embargo, la mayoria de los cetdceos en cautiverio en
los Gltimos 50 afios se han capturados directamente de la naturaleza, aunque existen datos de que ya
en 1983 el 32% de los delfines cautivos en los Estados Unidos habian nacldo en delfinarios. A veces
son anfmales que han encallado, pero generaimente han sido animales libres, los cuales normalmente
son capturados por red, ya sea individualmente con una red con aros sostenida de la proa de una
embarcacién perseguidora 0 como grupo con una red de pesca tipo de arrastre (3).

Una vez capturados, los animales son revisados, normalmente, por un veterinario para asegurarse de
que gozan de buena satud antes de ser colocados en una camilla para ser transportados a las
instalaciones de destino. Durante el fransporte es vital que ef delfin se mantenga frio y calmado, su
piel debe mojarse frecuentements 0 cubrirse con una toalla himeda para evitar que su piel se reseque
y por lo tanto que se agriete (4). Al fegar a los delfinarios de destino se debe permitir Ia aclimatacién
lenta del deiffn en un ambiente solitario lejos de! piblico y debe de observarse su salud. Puede ser
que se requiera la administracién de antibidticos y algunas otras medicinas durante este periodo para

-

contrarrestar cualquier posible enfermedad (3}.



Desafortunadamente, el estrés que causa la captura, el transporte y el cautiverio inicial a menudo
resulta con la muerte del animal durante los primeros dias o semanas, asi que este es un periodo muy
critico. Si todo funciona bien y el animal empleza a aclimatarse a su auevo habitat y a una dieta a
base de peces rauerfos, enfonces debe introducirse lentamente a la observacién humana, antes de

enfrentarse a [a experiencia del entrenamiento y al contacto &l aire libre con el publico general (2).
2,- ESTRES.

2.1.- Definicion.

Se ha definido at estrés como la respuesta no especifica del organismo a cualquier demanda que se
hace sobre &l (5). Esta demanda puede Ser un trauma severo, como una quemadura, una
enfermedad, cirugia mayor, hipoglucemia, fiebre, hipertension, ejercicio, parasitismo capiura,
cautiverio, transportacién y muchas ofras situaciones, (8).

La definicion anterior involucra un sindrome de Adaptacién General el cual se puede dividir en 3 fases:
1- Fase de Alarma, caracterizada por una respuesta fisiolégica rapida en la cual se estimula el eje
hipotatamo - hip6fisis - adrenales (HHA). 2.- Fase de Compensacién ¢ Adaptacion, donde después de
una exposicion més o menos prolongada af agente estresante el organismo se adapta a o compensa
las condiciones afteradas que causan el estrés. Si el estrés es de suficiente intensidad y duracién, la
compensacién puede ne ser posible y el organismo entra a la tercera y dltima fase, o sea la elapa de

mala adaptacién o agotamiento del eje HHA (5).

2.2.- Sistemas endocrinos refacionados con el estrés

Dentro de fas glandulas enddcrinas se encuentran fas suprarrenales, las cuales son pequefias masas
de tejido amarillo, que se localizan en los extremos superiores de los rificnes. Poseen una parte
central, llamada médula suprarrenal y una porcién externa denominada corteza suprarrenal. Aunque
unidas anatémicamente, derivan de tipos diferentes de tejidos embrionarios y funcionan como
gidndutas distintas. Secretan homonas que regulan el metabolismo y apoyan al organismo en el
manejo de! estrés, Todas 1as hormonas de {a corteza suprarrenal son esteroides sintetizados a partir
del colesterol. La corteza suprarrenal produce en cantidades significativas sélo tres tipos de

hormonas: 1.~ Andrgenos, 2.- Mineralocoticoides v 3.- Glucocorticoides. Dentro de los



glucocorticoides se encuentra el cortisol y este compusesto es €l que nos interesa, fundamentaimente
por ser la homnena que de manera més importante facilita la adaptacion del organismo al estrés (7).

El Coriscl, también llamade hidrocortisona (4-pregnen-11p, 17w, 21-lriol-3,20-diona) representa
alrededor del 95 % de los glucocorticoides suprarrenales y ayuda a asegurar el suministro adecuado
de combustibles para las céluias cuando el organismo estd en estrés. Induce en las células hepéticas
la gluconeogénesis o sea la produccidn de glucosa a partir de ofros nutrientes estimulando el
transporte de amino4cidos hacia los hepatocitos. Promueve la movilizacidn de grasas, para que haya
4cidos grasos disponibles para su conversidn a glucosa. De este modo, la corteza suprarrenal
asegura el suministro de glucosa cuando el organismo estd en estrés y que por consiguiente requiere
més energia que en condiciones normales (8).

La estimulaci6n del eje HHA se inicia en €] cerebre en donde una situacion de estrés se detecta en ¢l
sistema nervioso central (SNC) el cual envia una seiial al sistema limbico (hipocampo) y éste a su vez
envia una seftal al hipotalamo; e! cual como respuesta, secreta la hormona liberadora de
corticotropina (HLC). Esta HLC se une a un receptor membranal presente en las células de la hipdfisis
vy promueve !a liberacién de la hormona adrenocarticotréfica (ACTH). La ACTH se une a las células de
la zana fasciculata de la corteza adrenal y aumenta la yelacidad de sintesis del cortisal asi como su
secrecién. E! corisol clicula en fa sangre unido a ls transcortina o globulina fijadora de
corticoesteroides (CBG en inglés) con una disociacion limitada hacia la forma libre. El cortisol libre es
captado por muchas célulass del cuerpo que contienen cantidades variables de receptor a
corticoesteroides. Una vez formado el complejo cortisol-receptor se transloca al nicleo cefular en
donde se une al ADN y promueve la sintesis de los productos fenotipicos necesarios para acelerar el
metabolismo celular. Este proceso representa la accién celular de la hommona para inducir la
adaptacion al estrés (8).

2.3- Estudios en humanos y otros mamiferos, no ceticeos.

Se ha observado que cuando los humanos son sometidos a diferentes situaciones de estrés ya sea de
origen doloroso o de ansiedad presentan una elevacion concomitante de los niveles de cartisol. Los
incrementos variaron desde un 157% hasta un 230% dependiende del tipo de estrés, Durante ciertos
padecimientos como el sindrome de Cushing, los niveles de cortisol fueron del 380% mas elevados

que en personas sanas. Similammente el tratamiento con 25 .l de ACTH elevd e cortiso! en un 690%



comparado con el control. Ademé&s en personas normales se ha demostrado que existe un titmo
circadiana bien definido (8).

En la actualidad existe evidencia cada vez mayor de que por fo menos en el humano Ja medicidn de la
concentracién de cortisol en saliva es Gl clinicamente como un indice del cortisol libre {no unide a
proteina) circulante en el ptasma sanguineo (9, 10). Se ha demostrado también que la obtencidn de
saliva es menos trauméatica que la obtencidn de sangre, por lo tanto se piensa que la medicidn de
cortisol en sativa proporciona un [ndice mejor de la funcion adrenal que en &l caso de la medicion de
cortiso!l en sangre (11, 12). Puesto que !a colecta de saliva no produce estrés {al menos en humanos)
{10) podria, por lo tanto, ser una técnica adecuada con el objeto de valorar los niveles de cortisol en
situaciones de estrés en otros mamiferos entre ellos los delfines,

Cuando los adultos de algunos mamiferos, como en el caso del mono ardilla, se separan de sus
compafteros de! mismo sexo, muestran elevaciones desusadamente grandes de cortisol plasmético
{13). Ocho dias después de separarse del grupo, el cortisol en e} plasma de [as hembras del mono
ardilla enjautadas individualmente aumenté entre el 18% y el 20% en relacion a los niveles observados
en hembras enjauladas por parejas {13). Estos resultados sugieren que durante el desarrolio
postnatal, la compafila de miembros de! mismo sexo tiene una influencia reguladora de la actividad
Hiptfisis-Adrenales, por lo menos en el mono ardilla (14-17). Alteraciones simifares en la actividad
Hipdfisis-Adrenales se han observado en algunos desérdenes afectivos en el humano (8,18).

2.4.- Estudios en ceticeos particularmente en ¢! delfin tursiops truncatus .

Los primeros estudios de sistema endocrine en los cetdceos fue la descripcién de las glandulas
endocrinas de las ballenas obtenidas de la industria ballenera, asl come las de los animales muertos
por varamientos (19).

La glandula adrenal en los mamiferos marinos anatémicamente es similar a la de los mamiferos
terrestres con la corteza rodeando & la médula, Sin embargo, en los cetdceos dichas gléndulas son
pseudolobuladas debido a la presencia de tabiques de tejido de la méduta adrenal y de tejido
conjuntivo extendiéndose sobre la corteza adrenal (19).

El seguimiento hormonal de fa funcién adrenal es relativamente nuevo en los mamiferos marinos. Los
primecos niveles de corlisol que se reportaron fueron en la foca gris (Halichosrus grypus) y foca

manchada o harpa (Pagophilus groenlandicus) y foca weddell (Leptonychotes weddslli) en vida libre



(19), y en cautiverio han sido reporiados en la foca manchada o harpa, en el delfin nariz de botella
Tursiops truncatus) y en ia Beluga (Delphinapterus leucas) (19).

En términos generales se considera que los valores nermales de cortisol para los delfines nariz de
betella podrian estar comprendidos enfre los 11 y 47 ng/mi, Estos valores se obtuvieron en delfines
tanto recién capturados, como con bastante tiempo en cautiverio. Dichos animales presentaron un
incremento en los niveles de cortisol come respuesta a la captura vy al confinamiento al que fuercn
sometidos y cuyos valores se encontraron entre los 260 y 300 ng/ml (19).

La sensibilidad de los métedos de radisinmunoensayo (RIA) para muestras de mamiferos marinos aun
no se ha establecido claramente, sin embargo, los niveles de corisol para la foca de Weddell
(Lentonychotes weddelli) fueron 10 veces mayor que para cualquier otro mamifere marino, sugiriendo
que los niveles de cortisol se encontraban realmente elevados antes del sangrado (19).

La evidencla de que el incremento en los niveles de cortisol refleja una respuesta a un estrés agudo
se ha deducido de los cambios observados en las céhyas sanguineas. En la mayoria de ios
mamiferos, la exposicién a niveles altos de glucocorticoides induce tanto una eosinopenia como una
linfopenia transitoria(s, 19). En los delfines nariz de botelfa se enconird que cuando éstos se sacaban
del agus, et nmero de eosinbfiios estaba disminuido durante las primeras 7 horas fuera del agua (20).
Medway y Geraci (21) observaron neutrofilia y eosinopenia en delfines estresados pero no ohservaron
linfopenia. En contraste la administracién de ACTH a delfines en cautiverio indujo eosinopenia y
linfopenia, pero no neutrofilia (21).

Por otro lade Thempson y Geraci han ebservado que la proporcién de cortisona a cortisol es de 1:5 en
los delfines de nariz de boteHa y ademéas han encontrado proporciones que van de 1:5 a 1:10 en
animales con un largo tiempo en cautiverio (20}.

2.5.- Otros parAmetros bioquimicos.

Como se menciond anteriormente, el cortisol representa alrededor def 95 % de fa actividad de los
glucocorticoides de la corteza suprarenal; cuya funcién principal es proporcionar suministros
adecuados de combustible para 1as células cuando el organismo se encuentra en estrés, asi como
promover la movilizacién de grasas de manera que haya acidos grasos para su conversion a glucosa.
Los giucocorticoides reducen la inflamacién en reacciones alérgicas, infecciones, artritis v algunos
tipos de céncer. Los glucocorticoldes estabilizan fas membranas de los lisosomas de manera que sus

enzimas no destruyan los fejidos, también atentian la inflamacién reduciendo la permeabilidad de las
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membranas capitares. Aminoran los efectos de ia histamina y a large plazo pueden tener efectos
colaterales notorios, reduciendo la cantidad de linfocitos en el organismo con lo cual se disminuye la
capacidad de los seres para combatir {as infecciones (7}.

Por ofro lado existen en la literatura varios trabajos los cuales han demostrado, en el humano, una
correlacién entre la composicién quimica de la saliva y el estado hormonal del organismo (22).
Algunos de estos estudios han mestrado patrones caracteristicos en el comportamiento de los
componentes salivales como son: fa glucosa (23), el sodio (24), el 4cido sidlico (25), y algunas
actividades enzimaticas enire ellas las lisosomales (26) en relacién con los niveles hommonales que
inducen ovulacién. Estos cambios se han correlacionado con el estado endéerine de la mujer y, en
algunos casos, cambios similares se han inducido por la administracién exdgena de algunas
hommonas.

Reacientemente, también se ha demostrado que el estrés emocional esta acompariado por una
activacién de los procesos fisioldgicos mediados por radicales libres, particularmente la peroxidacion
de lipidos (27-29). Ademés el grupo de Mori y cols han mostrado que el estrés emocional puede
inducir la formacién de especies de oxigeno reactivas que dafian las defensas antioxidantes y que
finalmente llevan a un dafio oxidativo (28, 30).

La oxidacién de los dcidos grasos poliinsaturados (lipidos) involucra muchas reacciones complejas;
produciéndose entre otros compuestos el malondiatdehido (MDA). El MDA se produce principaimente
por la peroxidacién de acidos grasos con més de tres dobles ligaduras separadas por un metileno; por
lo tanto se origina del acido araquidbnico y del dcido docosaexanoico. Muy poco malondialdehido se
forma de hidroperSxidos de los &cidos oleico, linoléico y linolénico. Se puede producir
enzimaticamente de prostanglandinas y de espermina. Los valores de MDA en la orina de humanos
normales estan entre 0.2 y 0.8 uM. Otros productos de la autooxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados son los llamados 4-hidroxialquinados (31).

El método mas usual para medir la concentracién de los productos derivados de la lipoperoxidacion
esta basado sobre a reaccién del maloaldehido con dos moléculas del dcido tiobarbitdrico a un pH
4cido para formar un dervado de color rosado cuya absorcidn méxima estd a 532 nm con un
coeficlente de extincién molar de 153,000 y el cual se extrae de la mezcla de reaccidén con butanol

(32). Puesto que muchos otros aldehidos interaccionan con el 4cido tiobarbitdrico entonces la reaccién



con los productos de la peroxidacién de lipidos se refiere como sustancias reaclivas al &cido

tiobarbitdrico (TBARS en inglés).

3.- TRANSPORTE DE DELFINES

El transporte de mamiferos marinos comenzd en los affos 20 (4) y ha ido presentando modificaciones
hasta la fecha. Actualmente en México e! transporte se realiza de la siguiente forma:

Después de acorralar al delfin a una zona del delfinaric de poca profundicdad se saca al animal del
agua con una grda y una camilla con agujeros al nivel de las aletas pectorales, ojos y parte genital,
aunque en algunos delfinarios se saca al animal con una red para posteriormente colocado en la
camilia.

Dicha camilla se coloca en una caja contenedora para evitar que e animal se mueva y se fastime. A
continuacion se le aplica & los delfines una capa de vaselina o lalonina, {en México se acostumbra
sustituir estas sustancias por pomada capent) en tedo su cuerpo para evitar que se le seque 1a piel y
el animal se deshidrate, Una vez realizado esto, a fa caja contenedora se le agrega agua y hielo para
mantener al animal frio durante el transporte, La temperatura del agua recomendabte para el
transporte de pequefios ceticeos (delfines) esde 122 15° ¢ (4).

Paosteriormente la caja contenedora se coloca en la caja o remolque del camién en el cusl va a ser
transportado el cetdceo, generaimente se trata de que el remolque vaya cemrado para poder controlar
con mayor facilidad la tesnperatura del cuerpo de! animal; en caso de que & remolque no pueda tr
cerrado, entonces se fratard de viajar de noche o en dias nubtados para lograr dicho fin (4).

Algo gue es obligatorio para tado transporte es. el hecho de que ef animal se debe de someter a un
pericdo de ayuno, de preferencia de 12 a 24 horas antes de realizarse ef movimiento para evitar que
se presenten problemas gastrointestinales y vémito; ademéas debe dérseles un gel para cubrir su
estomago y evitar la posibilidad de una Gicera (4).

Una vez que et delfin ha flegado a su destine, Ia caja contenedora se baja del remolque y se lleva
hasta la alberca en la cual va a ser confinado dicho cetdceo, de preferencia teniendo contacto con
otros cetéceos presentes en dicha atberca para que el animal comience a adaptarse a su nuevo

hogar.



4.- JUSTIFICACION

La homeostasis, definida como la tendencia de los organismos a mantener el ambiente interno
relativamente constante, se encuentra regulada por varias hormonas y se mantiene en equifibrio
gracias & los cambios que ocurren en el metapolismo celular; permitiendo de esta manera la
adaptacion de! organismo al estrés.

Existe una buena evidencia de que el aumento de los niveles tanto sanguinecs como salivales dal
cortisol en algunos mamiferos incluido el humano reflefan una respuesta a un estado de estrés ((6,14-
18).

La importancia de realizar una investigacion que pemmita adaptar dichos haflazgos a los mamiferos
marinos es evidente ya que en la actualidad es necesario tener una medida cuantitativa confiable y
reproducible de los efectos de diversos factores causantes del estrés, entre los cuales se encuentran
el cautiverio y la transportacion, sobre la regulacidn del metabaolismo (5). El seguimiento hormonai de
la funcién adrenal, la cual esta relacionada con el manejo del estrés, es refativamente nuevo en los
mamiferos marinos. Asf los primeros valores sobre los niveles de cortisol, como ya se menciond, se
han realizado durante vida libre en la foca manchadas y en lafcca grise y en cautiverio se han
estudiado en la foca manchada , en el delffn de nariz de botella asf como en la beluga (19).

Por otro lado se sabe que cambios en los niveles de glucocorticoides pueden modificar ta estabilidad
membranal de los lisosomas aumentandofa o disminuyéndola en diferentes casos (32, 34). Se ha
demostrado también la existencia de una relacién entre la compesiclon quimica de la saliva, v en
particular de algunas enzimas iisosomales, y el estado hormonal del organismo (22). Ademas el
cortiso! parece poseer un efecto directo favorecedor de fa oxidacién de los dcidos grasos en las
células (8).

Recientemente, también, se ha observado que el estrés emocional se acompafia por una activacion
de la peroxidacion de ifpidos. Este procese puede dafiar las membranas celulares e interferir con la
actividad de algunas enzimas asociadas a membrana (33-35).

Aunque Medway y cols (21) han determinado los niveles sanguineos de cortisol en Tursiops truncatus
bajo algunas condiciones de estrés, hasta la fecha los estudios de cormelacién de los niveles de
cortisol en situaciones de estrés como son la capture, la transporiacién y el cautiverio, son muy
escasos en México. Recfentemente Schroeder y caols. (36), en un experimento diseftado para simular

condiciones de transporte de delfines de nariz de botella encontraron que los niveles sanguineos de
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cortisol aumentaron en las primeras 9 horas del experimento, sin embargo hasta la fecha no parece
existir evidencia alguna de cambios en ios niveles de cortisol tanto en suero como en saliva durante
un proceso de transportacion verdadero.

La correlacién de los cambios de los niveles de cortisol con los subsecuentes cambios en otros
pardmetros bioquimicos pedria proporcionar informacion GOtif para esclarecer un poco més los
mecanismos a través de los cuales los delfines manejan el estrés,

Puesto que hasta la fecha no se ha estudiado fa correlacion entre ef grado de estrés producido por el
transporte de los tursiones en cautiverio y 10s niveles de corlisol, enzimas lisosomales y peroxidacion
de lipidos fanto en suero sanguineo come en saliva de tos delfines nariz de botelfa con los procesos
de transporte y tiempo de cautiverio. Se consider6 importante medir los niveles de estos parametros

como un indice del grado de estrés, producido por la transporiacin, de los delfines.

5.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1.- Hipétesis.
E! proceso de transporte produce en los deffines un estado de estrés el cual modifica los niveles de

cortisol, B-glucuronidasa y malondialdehido del suero sanguineo y de la saliva,

5.2.- Objetivos.
1)} Probar que el método para medir cortisol tanto en {a saliva como en e! suero de humanos se puede

aplicar a ios delfines (Tursiops fruncatus).

2) Medir los niveles basales de cortisol en la saliva de los deifines Tursiops truncatus a diferentes
heras durante el transcurso del dia.

3) Medir los niveles de cottisol, de enzimas lisosemales vy de malondialdehids en e! suerc de los
delfines durante un proceso de transportacién corto (3 horas) y un proceso de larga duracion (18

horas).

MATERIAL Y METODOS

Organismos estudiados.

Se usaron seis delfines, (3 hembras y 4 machos) adultos, 18 mayorfa de los cuales tenia un peso

aproximado de 400 kg y una longitud de 2.0 ~2.5 m y con edades de cautiveric que van de 1.2 a 10
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ailos; durante los cuales ellos fueron manegjados frecuentemente para aclividades de entrenamiento
con fines de espectéeuio. Los delfines se marntuvieron en un estangue ¢on agua a una temperatura
entre 29° y 33 C y una salinidad de 35 ppm. Catia delfin se alimenté con una dieta de pescade en
promedio de 8 a 10 kilos diaros. Antes de! transporie los animales se sometieron a un ayuno previo

de 12 a 14 horas.

Condiciones estudiadas.

a).- En delfinarios.

Se estudiaron dos delfines con 10 afios de cautiverio, fos cuales generalmente estaban en un proceso
de 2 a 3 entrenamientos y/o espectaculos de exhibicién dianos de 30 minutos cada uno. Los delfines
se alimentaron fundamentalmente con sierra, sardina y macarela congeladas. Al agua del estanque
donde se encontraban estos delfines se le adiciond clero, cada 12 horas para su limpieza.

b).- Burante el transporte.

Con el fin de capturar a los animales para su transportacidn, los delfines se acorralaron hacia una
zona del delfinario de poca profundidad por medio una red con fa cusl finalmente os animales se
inmovilizaron para posteriormente sacarlos del agua y colocarlos en una camilla con las
caracteristicas necesarias para no dafiar las aletas pectorales, asi como sus érganos genitales y se
cubrieron con una capa de pomada “capent” o vaselina para evitar la deshidratacion. Es necesario
hacer hincapié que esta mecanica se realizd por separado para cada animal. Las camilias fueron
colocadas en una caja contenedora con fa cantidad suficiente de agua con hielo para poder ir

hidratando a los animales todo ef tiempo que duré el viaje.

Recoleccifn de muestras.

Dadas las condiciones que nos fijc el delfinario en el que se encontraban los animales control a un
deifin macho y a un delfin hembra se les tomaron muestras de saliva de lunes a viemnes a ias 9:30,
13:30 y 17:30 horas para medir 105 niveles “basales * de corisol, v los dg la actividad de ia enzima p-
glucuronidasa. Los otros cinco delfines se sometieron a un proceso de transportacién terrestre y las
muestras tanto de saliva como de sangre se colectaron de acuerde al siguiente plan de muestreo; La
primera muestra se tomé una vez que el animal se sacd def agua, se colocd en la camilla de fijacian y

ésta dltima se coloct dentro de la caja contenedora; la hora en que se tomaron astas muesiras para
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los delfines que viajaron 3 horas fue entre las 10;30 y las 11:00 br del dia, mientras que para ios
deffines que viajaron 18 horas fue entre fas 12:30 y 13:00 horas.

Una vez que s¢ llegé al destino def viaje, las cajas contenedoras se bajaron del camidn y se volvieron
a tomar muestras de saliva y de sangre entre las 13:30 y 14:00 horas asi coma entre las 6:30 y 7.00
horas del otro dia respectivamente.

Las muestras de saliva se tomaron con un hisopo de algodén esterlizado y pesado, el cual se
introdujo, de acuerdo con la expenencia de los entrenadores en el hocico del animal hasta la altura de
la garganta. En €l caso de los deffines que vigjaren, para poder tomar la muestra de saliva, el hocico
de los delfines se abrid con la ayuda de unas toallas mojadas, ya que cuando el animal se encuentra
fuera del agua aprieta fuertemente sus mandibuias. Dichas muestras se colocaron en tubos de ensaye
estériles y tapados y con una torunda de algoddn. Posterionmente se pusferon en una hielera con hielo
frappé para transportartas a 4°C hasta el laboratorio en donde se congelaron a -70° C en un
congelador marca REVCO hasta que se usaron para hacer las determinaciones bioguimicas
corespondientes.

Las muestras de sangre se tomaron, con un sistema vacutainer en tubos alf vacio sin anticoagulante,
de la vena del pedlnculo caudal. Los tubos se colocaron dentro de una hiclera {(4°C) y se
transportaron hasta el laboratorio en donde se centrifugaron a temperatura ambiente, durante 10
minutos en una centrifuga clinica, para separar el suero. Una vez obtenidos los sueros, éstos se

congelaron a -70° C en un ultracongelador REVCO hasta su andlisis,

Determinaciones quimicas.

En las muestras de saliva 5¢ midié tanto 1a concentracion de cortisol como la aclividad de la p-
glucuronidasa y en las muestras de sangre se midié ademds de la conceniracion de cortisol y de p-
glucuronidasa, la concentracion de malonaldehido que presentan estos animales bajo las condiciones

experimentales estudiadas en esta tesis.

Cortisol.
El método para medir el cortisol sigue los principios basicos del radioinmunoensayo en el cual existe
una competencia entre un antigeno marcado radiactivamente y el mismo anfigeno no marcado;

presente ya sea en una serie de estandares o en las muestras por evaluar por un namero fijo y
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limitade de sitios de unidn en un anticuerpo especifico, y que normalmente se encuentra unido a una
fase sdlida (tubos de ensaye recubiertos interiormente con el anticuerpo).
En este estudio se utilizd un estuche comercial ¢l cual contiene 10C tubos recubrertos con anticuerpos

125 y una serie de estandares comteniendo -0, 20, 50,

de conejo contra cortisol, cortisol marcado con |
150, 500, 1000 y 2000 nmolas/!. Para la determinacidn de la concentracién de cortisol en suero los
estandares se usaron tal y como vienen en el estuche. Para medir la conceniracion en saliva, el
estandar de 2000 nmolas A se diluyd con amortiguador de Tris-HCI 0.1M pH 7.0 conteniendo 0.2% de
albtimina sérica bovina para obtener las siguiente serie de concentraciones. 100, 50, 25, 10,25y 1
nmolas/l.

El procedimiento para el suero sanguineo fue el siguiente: Se pusieron 20 ui de cada uno de los
estandares, para establecer la curva estandar, (figura 1) o de las muestras por evaluar en los
correspondientes tubos conteniendo el antigeno, se adicionaron 500 wl de corlisol radicactivo a cada
tubo, los tubos se mezclaron suavemente con un agitador vortex y se cubrieron con papel parafiim y
se incubaron 2 horas a 37° C. Después de este tiempe, se decantd el liquido de cada tubo y se
secaron sus bocas con papel absorbente, se lavaron una vez con 1 mi de agua destilada; se agitaron
y se decanté el agua secando nuevamente sus bocas con papel absorbente. Los tubos se dejan boca
abajo de 2 a 3 min. La radioactividad unida a! anticuerpo se midié en un contador de gamas calibrado
para I'%,

Puesto que, la concentracion de cortisol en [a saliva es mucho mas baja que en suero, se usé el
siguiente procedimiento: Se pusieron 150 u! de estandares a las concentraciones ya descritas para
saliva, para constituir la curva estandar, {figura 2) vy muestras por evaluar en los tubos
correspondientes recubiertos con el antigeno y etiquetados apropiadamente. El resto del
procedimiento fue igual que para el suero sangufneo a excepcién de que el tiempo de incubacidn fue
de 30 min. a 37°C.

A las muestras tanto de sangre corne de saliva se les midié también, tanto la actividad de la enzima -

glucuronidasa come la concentracion total de proteinas.
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Figura 1. Curva estindar de Cortisol. En esta figura se muestra el desplazamiento del sustrato
radioactivo (cpm) de los sitios de unién al anticuerpo por el sustrate no radiactive en funcién del log. de
su concentracidn en nmolasil. Los valores representan ¢f promedio  la desviacién estandar de por lo
menos & experimentos,

Esta curva se usé para calcular [a concentracidn de cortisol en sangre.
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Figura 2. Curva estindar de Cortisol, En esta curva la concentracién de sustrato no
radiactivo fue de 1 a 100 nmolas/i y se usé para calcufar la concentracién de cortisol en

saliva. Los valores representan ¢l promedio + la desviacion estandar de por lo menos 6
experimentos.
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Proteinas.

Las proteinas fueron determinadas por el método de Lowry (38) gue utiliza el reactivo de Folin -
Ciocalteau, el cual aumenta el desarrolle del color y la sensibilidad 10 veces, en comparacién con &l

método de Biuret.

El método de Lowry es esencialmente una reaccion de biuret (basada en la interaccion de Cu*? con
protelnas), pero el incremento del color de la reaccién en este proceso ocurre cuando 1os complejos
tefradentatos de cobre transfieren electrones al complejo 4cido fosfo-molibdico/dcido fosfo-tungstica
(Mo*®AW"S) que es el reactivo de Folin-Fenol. La reduccion de este reactive produce un color azul que
se lee a 550 nm .

Para este método se utilizé come estdndar afbimina bovina fraccin V de la que se pesaron 15 mg y
se disolvieron en 10 ml con una solucion isotdnica de NaCl en un matraz aforado. Esta solucién se
diluy6 1:5 para tener una concentracién final de 300 pg/mi.

Reachvas

Solucidn A.- Solucién de Carbonato de sodio (Na2CO3) al 2 % y de Tarfrato doble de sodio y potasio
0.02 % en Hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N.

Solucion C.- En el momento de usarse se reatiza una mezcla de 50 volimenes de 1a solucién A y 1

volumen de ia solucion B.

Solucién D.- En el momento de usarse se prepara una dilucidn 1:3 del reactivo de Folin-Ciocalteu con
agua destilada.

La curva estandar (figura 3) se encuentra constituida de la siguiente manera:

Se pusieron alfcuotas de 50 a 200 pl de estindar albimina correspondientes a concentraciones de 15
a 80 pg/tubo y se les agregd agua destilada hasta un volumen de 200pl A (os fubos se les adiciond 1
ml de la solucién G incubédndolos durante 20 minutos & temperatura ambiente, después se les
agregaron 100 p! de la solucidn D y se volvieron a incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos
mezclando perfectamente después de cada adiclén.

En el caso de los sueros se hicieron diluciones 1:10 y se utilizaron allcuotas de § yl y en el caso de las
salivas se usaron alfcuotas de 50 . En ambos casos se les agregd agua destilada para obtener un
volumen de 200 pl. Al igual que en la curva estandar se les adiciond 1 ml de la solucién C y 100 pl de

la solucion D incubandose en {as mismas condiciones.
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Absorbancia a 550 nm en D.O.
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Figura 3. Curva estindar de Proteinas. En el efe de las abscisas se indica la concentracién de
la albdmina sdrica bovina, usada como estandar, en microgramos/sistema (ug/sistema). En el
eje de las ordenas se representa la absorbanciaa 550 nm del complejo colorido que se forma
en la reaccion de Lowry, Los valores representan el promedio * [a desviacién estandar de por
lo menos 8 experimentos. Esta curva se usé para medir la concentracién de proieinas tanto en
saliva como en suero de los delfines.
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Las muestras se leyeron en un espectrofotémetro Beckman DU 640 a 550 nm,

B-Glucuronidasa.

Para medir la actividad de ia enzima B-glucuronidasa en ambos tipos de muestras se siguié el método

de Fischman y Bemfeld (39).

Se prepararon las siguientes soluciones:

Solucién A.- solucion estdndar de Fenclftaleina en etanol absoluto & una concentracion de T mg/ml.

De esta solucién se hizo una dilucién 1:5 para obtener una concentracion final de 200 pg /mi.

Solucidn B.- Buffer de Acetato de sodio 0.2 M pH 4.7.

Solucitn € .- Solucitn de Acido acético al 0.2 M.

El pH de la solucién B se ajusté a 4.7 con la ayuda de un volumen apropiado de la solucidn C, usando

un medidor de pH Beckman modelo Expandomatic $8-2.

Solucidn D.- Solucién de Carbonato de sedio (Na2C03) 1 M.

Soluclén E solucidn Acldo Fenclftalein-B-D-glucurdnico, sustrato para la enzima a una concentracién
de 1mM.

Todas estas soluciones se guardaron en frascos etiquetados v a 4° C en un refrigerador.

La curva estandar de fenolftaleina (figura 4} se encuentra constituida de ia siguiente forma:

De la soluci6n estandar de fenolftaleina diluida 1:5 se tomaron por duplicado alicuotas de 10 a 60 pi

correspondientes a concentraciones de 2 a 12 pg respectivamente y s¢ colocarcn en tubos de ensaye

aproplados . A todos los tubos se les agregb agua destilada a un velumen final de 200 W y se les

adicionaron 300 p! de buffer de fosfatos pH 4.7.

En el caso de fas muestras de suere se utilizaron alicuotas de 25 p! y en el caso de saliva las alicuctas

fueron de 50 ul y se les agreg6 agua destilada hasta llegar a un volumen de 100 ¢b. Se les adicionaron

100 pl de sustrato, se incluyd un blance en el cual la muestra se sustituy6 con agua y todos los tubos

se incubaron durante 30 minutos a 37 ° C. Para detener la reaccién se les adicionaron 500 wi de

bicarbonato de sodio a todos los tubos incluyendo a los de la curva esténdar y se leyeron a 550 nim.

Malondialdehido.

La concentracion de malonaldehido en ef suero de los delfines se midié por el método descrite por

Yoshioka y cols (40). Alicuotas de 500 pl del suero de los delfines se agitaron con 2.5 mi de 4cido
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Flgura 4. Curva estdndar de Fenolftaleina. En ¢l eje de las abscisas se indica la
concentracion de fenolftaleina en micro-gramos/sistema {ug/sistema) v en el eje
de las ordenadas !a absorbencia a 550 nm en unidades de densldad optica {(D.0.).
Esta curva sirvié para calcular la actividad de la beta-glucu-ronidasa tanto de fa
saliva como del suero de los delfines. Los valores representan ef promedio + la
desvlacion estandard de por lo menos 8 experimentos.
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tricloroacético {TCA) al 20 % en tubos de centrifuga de 10 ml. A estas mezclas se les adiciont 1 mi de
Acido tiobarbituirico (TBA) al 0.67 %, se mezclaron por agitacién y se calentaron por 30 min en un
bafio de agua hirviendo y después de este tiempo se enfiarcn rapidamente en un bafio con hielo.
Después se les adicionaron 4 ml de aleohol n-butilico y se agitaron vigoresamente. Las mezclas se
centrifugaron a 3000 rpm en una centrifuga clinica Clay Adams durante 10 min a temperatura
ambiente. La capa de butanol que se formé en cada tubo se transfiié a otro tubo y el contenido de
malondialdehido se determind por la absorbancia a 535 nm lefda en un espectrofotémetro Beckman
DU-840.

La curva estandar {figura 5) se establecid de la sigulente manera:

Pe una solucién estandar conteniendo 10 nmolas por mi de malondialdehido-bis-acetil dimetilo
{1.1,3,3 tetrametoxi propanc) en TCA at 20 %, se tomaron por duplicado alicuotas de 20- 100 w
correspondientes a concentraciones de 0.2 a 1.0 nmolas por ml, el volumen se ajusté a 2.5 ml con
TCA y se siguié el mismo procedimiento que para las muestras de suero.

Andlisis estadistico.

El an4lisis estadislico de los resultados se realizd con el programa Sigma Stat versidn 2.0.

Las diferencias estadisticas entre promedio de més de 3 grupos se calgularon usando ¢! anélisis de
variancia por rangos de Kruskal-Wallis y cuando se detectaron diferencias significativas, éste fue
seguido de la prueba de comparacién miiitiple de Duncan, Cuando se comparareon solo dos grupos se
ust la prueba de Mann-Whitney.

El anélisis estadistico de la concentracién de cortiso! y de p-glucuronidasa en la saliva de los delfines
durante el transcurso det dia se hizo usando el anélisis de variancia de una via seguido por la prueba

de comparacitn milfiple de Tukey con o= 0.5

RESULTADOS.

La saliva es un liguido incoloro, transparente 0 a veces translicido con una viscosidad baja y una
densidad promedio de 1.005 (41). Su atractivo para el bioanalisis descansa en el hecho de que esta

relativamente libre de sustancias interferentes, es faclimente extraible por solventes orgénicos y se
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Figura 5. Curva estandar de malondialdehido para determinar [a lipoperoxidacion en el
suero de los delfines. En fas ordenadas se establecen las kecturas en densidad 6ptica a
532 nm. En las abscisas se indica la concentracion en mnolas/sitema. Los resuliados
representan el promedio + [a desviacion estandar de por lo menos 7 experimentos,
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piensa que refleja los niveles de drogas y componentes quimicos libres (no unides a proteinas) de la
sangre (41). Es probable que compuestas no ionizables coma los esteroides pasen répidamente del
plasma sanguineo a la saliva y por lo tanto el andlisis de este fiuido biolégico podria constituir un

método no invasivo (41).
El método de radioinmunoensayo, utilizado en este trabajo fue lo suficientemente sensible como para

obtener resultados reproducibles en las muestras de safiva obtenidas en las condiciones mencionadas

en materlal y métodos.

Delfines control.

L.os vatores obtenidos para la concentracién de cortisol en Ia saliva de los delfines considerados como
controles (aquéllos con un largo perfodo de adaptacion al cautiverio, mas de 8 afios), mostraron una
variacién diaria. En la figura 6 se musstra ¢l comportamiento de la concentracidn salival de cortisol
medida a diferentes horas del dia. Esta concentracién disminuyé gradualmente con el transcurso del
dia. Desde un valor promedic de 2.5 + 0.48 ng/m! medida a las ©:30 hs hasta un vator de 1.0 + 0.82
ng/ml obtenido a las 17:30 hs y cuya diferencia es estadisticamente significativa p< 0.05 pasando por
un valor intermedio de 1.3 + 0.3 ng/ml obtenido a las 13:30 hs. Este comportamiento de fa
concentracion de cortisol en [a saliva de los delfines es muy similar al observado por Katz y Shanon
{9) para la concentracion de cortiso! en la saliva de los humanos. E! inserto en la figura 6 muestra
dichos valores con fines comparativos exclusivamente,

Se sabe en la actualidad que los glucocorticoides pueden influir en la estabilidad de fas membranas
lisosomales, aumentandola o disminuyéndola en diferentes casos (33, 34). A este respecto el anslisis
de la actividad de la enzima fisosomal f-glucuronidasa, en ia saliva de los delfines contro! mostré
también un comportamiento diario muy simitar al observado para ol cortiso!, La figura 7 muestra los
valores de la actividad de la p-glucuronidesa expresado en ng de sustrato transformade por
miligramos de protelna/hora (ng xmg proteina™xh™) . Se puede observar, en dicha figura, que la
sctividad de esta enzima tiene un pico a las 9:30 hs de 54 + 6 ng de fenolftaleina liberada, para
después declinar a un valor de 42 £ 4 ng a las 13:30 hs, hasta flegar a un valor de 24 + 5 ng a Jas

17:30 hs, e tiernpo mas tardio del dia, estudiado por nosotros,
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Figura 6. Concentracion de cortisol a diferente horas del diz en la saliva de dos delfines Tursiops
truncatus mantenidos en cautiverio por mas de 8 aftos, Las barras representan e! promadio + Ia
desviacién estandar de por lo menos 3 experimentos, Los asteriscos indican umna diferencia
estadistica significativa p< 0.05 cuando se comparan con el valor a las 9:38 horas po? medio de un
ANOVA de una via seguido de un procedintiento de comparacién multiple de Tukey.

Inserto: Valores, abtenidos de la literatura, de coertisol en Ia saliva de humanos que muestran un
ritmo circadiano,
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Figura 7. Actividad de beta-glucuronidasa a diferentes horas de! dia en la saliva de dos delfines
Tursiops truncatus mantenidos en cautiverio por mas de 8 afios Las barras representan ef
promedio + la desviacién estindar de por o menos 3 experimentos. Los asteriscos indican una
diferencia estadistica significativa p< 0.05 cuando se comparan con el valor a las 9:30 horas por
medio de un ANOVA de una via seguido de un procedintiento de comparacién multiple de Tukey.
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Delfines transportados.

En otros dos grupos de delfines constituldo el primero por 2 hembras y un macho y por 2 machos el
segundo y los cuales fueron transportados de un delfinario a otro en un lapso de 3 ¥ de 18 horas
respectivamente, se midieron los niveles de cortisol asi como ta actividad de la p-glucuronidasa en el
suero sanguingo de dichos animales.

Es apropiado mencionar que en los animales que viajaron durante 3 y 18 horas, la cantidad de
muestras de saliva fue tan pequefia que fue imposible medir la concentracién de cortise! por lo que
solo se mencionaran los resuftados obtenidos en el suere sanguineo.

Dadas las dificultades inherentes al proceso de captura y de inmovilizacién de los animales solo se
pudieron tomar muestras al inicio y al final del proceso de transporte.

Nuestros resultados relacionados con el sexo de los delfines se muestran en |a figura 8. Como se
puede observar cuando el transporte durd aproximadamente 3 horas, los cambios tanto en la
concentracién del cortisol como en la actividad de ta p-glucuronidasa de suero fueron similares en
ambos sexos.

Sin embargo es conveniente menclonar que el indice de estrés durante el transporte de 3 horas,
definido por nosotros como |a relacién del valor de cortisol al final de este proceso con respecto al
valor obtenido al inicio es mayor en los maches que en las hembras (3.5 vs 1.8, tabla 1). En esta
misma tabla podemos observar que para la actividad de fa p.glucuronidasa esia relacién mostrs, un
comportamiento similar (2.2 en las hembras vs 2.7 en los machos).

Dado que el ndmero de animales estudiados, tanto para cortisol como para -glucuranidasa durante ef
transporte de 3 horas fue muy pequeflo, ademds fa diferencia entre hembras y machos no fue
estadisticamente diferente (p = 0.287 y p = 0,133, prueba de Kruskal -Wallis} y debido al hecho de que
en ol proceso de fransporte con duracién de 18 horas solo se estudiaron 2 machos, decidimos
comparar {os resutados entre ambos procesos con respecto al tiempo sin fomar en consideracion el
seXx0.

En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos para la concentracion de coriisol y para fa
actividad de la $-glucuronidasa después de 3 ¢ 18 horas de transportacidn. Cuando los valores de la

concentracidn de cortisol obtenidos de suero de delfines que han viajado durante 3 horas (F) se
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Figura 8. Efecto det Sexv sobre os niveles del cortisol (Panet A) y sobre Ia actividad de la beta-
glucuronidasa {Panel B) de los delfines Tursfops truncatus inducidos por el estrés producido por el
proceso de transportacién durante 3 horas. Las barras representan el promedio de los resultados
obtenidos para d¢os hembras y los valores de un solo anima! macho. El anélisis estadistico utilizando la
prueha de ANOVA sobre rangos de Kruskal-Wallis indica que no hubo diferencia significativa entre ambos
sexos sobre los valores al inicio (i} y af final (F} del transparte, tanto de cortisof como de 1a actividad de 1a
beta-glucuronidasa, p=0.267 y 0.133 respectivamente.
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Tabla | CAPACIDAD DE RESPUESTA EN RELACION CON EL SEXO AL ESTRES DE LA
TRANSPORTAGION DEL DELFIN TURSIOPS TRUNACATUS.

MACHOS HEMBRAS
CORTISOL 25 1.8

B-GLUCURONIDASA - 2.7 2.2

|
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Figura 9. Efecto del tiempo de transportacion (3 y 18 hr) sobre tos niveles séricos del
cortisol {Panef A) y sobre la actividad de la beta-glucuronidasa (Panel B) de los
delfines Tursiops truncatus. Las barras representan, para el transporte de 3 horas, el
premedio de los valores de 3 animales y para el transporte de 18 hr, el promedio de
los valores de 2 animales. La prueba de ANOVA sobre rangos de Kruskal-Wallis
seguida por el método de comparaciones maltipies de Dunn, indica una diferencia
estadistica significativa (p< 0.06) sélo entre los valores al inicio (1) y al final {F) del
transporte de 3 horas tanto para el cortisol como para la beta-glucuronidasa.



comparan con los valores obtenidos antes de iniciar el transporte (I), se observa que aquéllos
muestran un incremento significativo de 32 a 68 ng/ml (ANOVA por rangos, p < 0.05).

Este mismo comportamiento se observa para la actividad de la B-glucuronidasa, aunque el incremento
al final del transporte es mucho mayor (0.47 vs 1.08 ng/mg prot /rora, p<0.005) que para el cortisol.
£n esta misma figura 9, se muestran ios resultados obtenidos al inicie (1) y al final (F) de un transporte
de 18 horas. Curiosamente, los valores a este tiernpo de ambos pardmetros (coriisol y P-
glucuronidasa) fueron similares (Mann-Whitney, p = 0.33 y p = 1.00 respectivamente), incluso la
concentracién de cortisol al final del transporte (F) sufrieron un pequefio descensc aungue
probablemente no significativo (p = 0.33). Cuando se analiza la capacidad de respuesta al estresor 6
indice de estrés, calculada por la relacién F/l se observa que ¢ indice de estrés es mayor en lapsos
de transporte cortos (3 horas) que cuando los deffines viajan por perfodos largos de 18 horas (tabla ).
Cuando se analizan los resultados obtenidos para la determinacién del contenido de malondialdehfdo
{como indice de la peroxidacién de lipidos) en el suero de los delfines sometidos a estrés por
inmovilizaci6n y transporte, ohservamos nuevamente un aumento al final (F) del proceso de transporte
comparado con el valor obtenido al inicio {1). Los valores presentados en la figura 10 indican que para
ol transporte de 3 horas la diferencia es estadisticamente significativa (Mann-Whitney p < 0.05),

ifentras que para el transporte de 18 horas el aumento al final del proceso, ne es significativo,

Tabla iI. CAPACIDAD DE RESPUESTA AL TIEMPO DE TRANSPORTACION DEL DELFIN

TURSIOPS TRUNCATUS.

3 HORAS 18 HORAS
CORTISOL 2.4 0.8
B-GLUCURONIDASA 24 1.02
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Figura 10. Concentracién de malondialdehido {substancias reactivas al
acido tiobarbitarico, TBARS) medida en el suero de delfines Tursiops
truncatus que viajaron durante 3 y 18 horas. Los valores graficados
representan el promedio + la desviacién estandarde por lo menos 3
animales (66 + 14 vs 91 + 16) para el transporte de 3 horas y el promedio
y los valores limites (superior e inferior) de 2 animaies (88.5 + 5.5 vs 108.5
+ 2.5) para el transporte de 18 horas.
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DISCUSION.

La existencia, en el humano, de un ritmo circadiano en la secrecién de cortisol se ha documentado
ampllamente y se refleja tanto en la concentracién plasmatica como en la excrecién urinaria (42, 43).
Recientemente se ha demostrado que fa saliva del humano refleja también una variacion diurna en los
niveles de cortisol (9). Aunque hasta la fecha no se sabe la importancia y el papel real de [a presencia
de un ritmo circadiano en los niveles de cortisol, fluctuaciongs circadianas en los niveles circulantes de
glucocorticoides se han demostrado también en otros mamiferos como roedores y monos (44), Los
resultados presentados en este trabajo (Figura 6) demuestran que los delfines nariz de botella
(Tursiops fruncatus), bajo condiciones las cuales en esta tesis se han considerado come “nonmales”
debido a que los delfines usados come control tienen un largo tiempo de adaptacién al cautivetio,
también presentan un ritmo diurno en la concentracién salival de cortisol, lo cual parece incicar que
también podrian tener un ritmo circadiano.

La concentracion mas aita se encontré en la maitana (2:30 hs) y las més bajas en la tarde (17:30 hs) y
cuyas diferencias son estadisticamente significativas (Tukey. p < 0.05). Es pertinente mencionar aqui
que estamos conscientes de que se pueden introducir fallas en al andlisis de los resultados
provenientes de un nimero pequefo de animales. Sin embargo, consideraciones practicas limitan el
acceso a estos animales tan costosos.,

Asi por ejemplo los animales gue no se transportaron no se pudieron sangrar por o que solo se
tomaron muestras de saliva cuya préctica resulté también con ciertas dificultades, la mas importante
de ellas fue la de evitar que fas muestras se contaminaran con el agua del estanque, para esto los
delfines tuvleron que salir a plataforma, lo cual no siempre fue facil.

Las determinaciones de corlisol se han usade ampliamente en valorar la funcién adrenocortica en
refacién con el estrés. Puesto que el mugstreo del suero o del plasma sanguineo, ¢! cual constituye un
método invasivo de obtener la muestra (45, 46), estd asociado con cierto grado de estrés, y puede
enmascarar los resultados, se hace necesaric un méfodo més inocuo de obtener las muesiras a
analizar, L.a coleccion de saliva esta considerada como un método no invasivo vy se ha demostrado,
por lo menos en el humano que esta fibre de estrés (6) por lo fanfo 2 delerminacion de ia
concentracién de cottisol en la saliva puede ser un métedo més aproplado para medir la funcién

adrenal bajo la accién de diferentes tipos de estresores. Ademds se ha demostrado que fa
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concentracién de cortisol en saliva representa el nivel de cortisol libre (no unido a proteinas), el cuaf se
considera el cortisol activo (9, 45).

Por otro lado se sabe también que los glucocordicoides incluyendo et cortisol pueden infiuir en la
estabilidad de las membranas lisosomales (34) aumentandola o disminuyéndola en diferentes casos
(35). Las pecullaridades del efecto hormonal depende de la dosis, su concentracién sanguinea y de
los pardmetros anatémicos y fisiolégicos de los tejidos que responden a las hormonas. Actualmente se
sabe que las diferencias sexuales y por ende fos esteroides gunadales influyen [a funcidn hipot&lamo-
hipéfisis-adrenal (HPAC) basal en roedores (44, 47). Buckingham y cols. (48) han demestrado que las
concentraciones periféricas de ACTH/corticosterona aumentan durante el proestro en ratas con un
ciclo estral normal. A este respecto se ha observado que la ovariectomia disminuye la sintesis y/o la
liberacién de ACTH/corticosterona, un efecte que se puede revertir por fa administracién de esteroides
exdgenos (49). Las ratas hembras que exhiben ciclos estrales irregulares también presentan
anormalidades en la perioricidad circadiana de la secrecién de corticosterona (50).

Existe también en la literatura suficiente evidencia que demuestra en el humano una correlacién entre
la composicién quimica de la saliva y el estado hormonat del organismo. Algunos de estos estudios
han mostrado patrones caracteristicos en el comportamiente de los componentes de la saliva come la
glucosa, el sodioc , al Acido sidlico (23-25) y algunas actividades enziméticas (particularmente
lisosomales) (26) en relacién con los niveles hormonales que inducen ovulacién,

Tomando en cuenta lo anterior resulta evidente que los cambios en los niveles de cortisol en [a saliva
de los delfines podrian tener una contraparte muy similar en los niveles de Ia actividad de las enzimas
lisosomales (§-glucuronidass) tante en su compottamiento circadiano comeo en su comportamiento
ultradiano por la influencia de algdn estresor.

Los resultados presentados en la figura 7, muestran que la actividad de esta enzima en la saliva de los
delfines control tiene un comportamiento diario muy semegjante al det cortisol.

Este es, hasta donde sabemos et primer estudic que registra 1a presencia, en la saliva de los delfines
Turslops truncatus, de un rifmo diarde tanto en la concentracion de cortisol (muy simitar al det humano,
figura B) como en la actividad de la S-glucuronidasa y cuya similitud de comportamiento resulté

sorprendente y estimulante como para proponer, a través de un estudio con mayor ndmero de
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animales, la determinacion de la f§-glucuronidasa como un métode no radicactivoe, econdmico y mas
facil para medir ¢l estvés en los mamiferos incluido el humano.

Por otro lado resulta impostante mencionar, ademas que los mamiferos marinos han realizado muchos
ajustes metabdlicos y fisioldgicos importantes con el objeto de adaptarse a una vida totalmente
acudtica (1). R

En este contexto es posible suponar que el hecho de que los delfines pudieran tener un ritmo
circadiano en la concentracion de cortisol al igual que otros mamiferos terrestres , podria ser indicativo
de la importancia gue tiene este mecanismo en |a sobrevivencia de los mamiferos en general.

La medicion de la actividad de la g-glucuronidasa cuya determinacion se puede obtener dentro de una
hora despuds de tomar la muestra, podria servir en conjuncién con la determinacién de la velocidad
de sedimentacion e los eritrocitos y los niveles de hierre sérico (§) como un indicador progndstico de
las reacciones adaptativas de los delfines a los gstresores.

La resistencia al estrés en los animales est4 relacionada a la tipologla del comportamiento individual
{51). Generalmente el organismo responde al estrés a través de un aumento en la actividad adrenat,
aumentando los niveles sanguineos de cortisol (52).

Diferencias de sexo en los niveles basales de corticosterona y/o en la secrecién de glucocorticoides
en respuesta a los estresores ambientales se han encontrado en varias especies de mamiferos como
son: el ratdn (53), la rata (47, 54), el cobayo (55) ¥ en un menor grado en el mono {56) y en €l humano
(57). En general las concentraciones de corticosteroides son més altas en las hembras y ademas las
hembras muestran una libaracién de glucocorticoides mayor que los machos en respuesta al estrés.
Nuestros resultados, los cuales se muestran en la fiIgura 8 aungue muestran una pequefia diferencia
en los valores de cortisol sérico entre hembras y machos a! inicio {I} del transporte (34 Vs 30 ng/ml
respectivamente), provienen de up namero de animales muy pequefio por 1o que es dificil analizar
desde un punto de vista estadistico esta diferencia. En contraste con lo publicado respecte a que la
respuesta evocada por un estresor es mayor €n las hembras que en los machos, nuestros resultados
parecen indicar que en los delfines esta respuesta estd invertida con respecto al sexo, siendo mayor
en fos machos (tabla {). Sin embargo la dificultad en ef anélisis estadistico impuesta por el nimero
pequefio de casos, hace poco claro la posible existencia de una diferencia real entre los sexos en el

caso de 105 delfines.
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Es probable que la igualdad en los niveles de cortisol entre hembras y machos este relacionada con
los cambios fisiolégicos y metabdlicos realizades por los deffines para afrontar fas diferentes
situaciones de estrés de la misma forma tanto por las hembras como por 1os machos.

Sin embargo como se puede observar en 1a figura 8 y tabla | la capacidad de respuesta medida por la
relacion del valor final (F) entre el vator inicial (1) {F/l) es mayor en los machos que en las hembras.
Smith y Horman (58) han propueste que si los patrones ritmicos de secrecion CRH/ACTH/Cortisol se
alteran por la presencia normal de los esteroides gonadales, entonces esas diferencias representan
valores basales fisioldgicos a parlir de los cuales se pueden medir los cambios en {a respuesta
hipotdlamo-hipéfisis-adrenal inducida por los estresores. Estas medidas se usan para valorar la
habilidad de un éstresor para influenciar la repreduccién (58). Se ha observado en ofras especies de
mamiferos como son los bovinos, que la presencia de los niveles altos de cortisol pueden inducir
alteraciones importantes en el proceso de parto (59).

A este respecto es posible considerar que una respuesta menor 4 los estresores por parte del deifin
hembra podria representar un mecanismo para asegurar una reproduccion adecuada.

Nuestros resultados en relacion con los niveles séricos de la actividad de la p-glucuronidasa medidos
en e! suero sanguineo de los delfines, son similares a os encontrados para el cortisol en los mismos
animales. La diferencia encontrada entre hembras y machos es muy pequefia con un valor
ligeramente mayor en fos machos 0.45 ng / ml Vs 0.50 ng / ml respectivamente sin embargo esta
diferencia no parece ser estadisticamente significativa.

Existen muy pocos estudios que establezcan los niveles normales de cortisol en delfines, ademas,
parece evidente que la captura y la subsecuente separacion de los animales del agua antes de
obtener ias muestras, inducen ciedo grado de estrés. No obhstante Thompson y Geraci (20)
encontraron valores de cortisol sanguineo “reposc”, es decir dentro de Jos 10 minutos posteriores a
una captura tranguita, de 11.0-14.5 ng / mi, valores muy similares a 108 encontrados en otros antmates
sitvestres medidos dentro del mismo lapso de tiempo después de la captura (60, 61}. A este respecto
nuestros resultados presentados en 1a figura 8 sabre los niveles de corliso! sanguineo medidos en las
muestras tomadas después de la captura y poco antes del inicio (I} son més altos (30-34 ng / ml), de
los valores de “reposo” encontrados por Thompson ¥ Geraci v que se muestran en dicha figura como

referencia. Esta discrepancia en nuestros resultados probablemente se dehe a que en nuesiros
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experimentos las muestras de sangre se tomaron entre los 45 y 60 minutos de tiempo transcurrido
desde el inicio de la captura y hasta después de sacar a los animales del agua y colocaries en la
camilla correspondiente. Thompson y Geraci (20) encontraron que 30 minutos después de sacar a los
delfines del agua los niveles de cortiso! se elevaron entre ¢ 66 y 70 %.

Cuando las concentraciones de cortisol y la actividad de la p-glucuronidasa se midieron en el suero
sanguineo de los delffines que viajaron durante 18 horas, los valores obtenidos resultaron muy
interesantes. Con la finalidad de no complicar el anflisls de ‘os mismos se tomaron en cuenta dos
consideraciones: 1) Que los valores obtenidos en estas condiciones (18 horas) provienen solamente
de delfines machos ¥ 2} Dado que la diferencia de los valores obtenidos para contisol y B-
glucuronidasa entre hembras y machos para delfines que viajaron 3 horas no fueron significativas,
mezclames dichas valores y solamente se analizaron los valores obtenidos al inicio () y al final (F) de
cada [apso de tiempo.

Los resultados se muestran en la figura 9 y s¢ puede observar que después de 18 horas los delfines
parecen compensar el efecto estresante del proceso de transportacion, Este efecto se puede deber a
dos razones: 1.- Los mecanismos de adaptacién a situaciones de estrés para delfines Tursiops
truncatus  funcionan adecuadamente como para que después de 18 horas los niveles de cortisol
inclusive disminuyan, presentando un efecto contrario al observado después de 3 horas y 2.- Que las
condiciones de transporte que se utilizaron, como son el mantener a los animales siempre himedos,
mantenero a temperaturas bajas por la adicién de hiefo af agua, mantener siempre cubierta su plef
con pomada Capent para evitar la dashidratacion de los animates, disminuyen las condiciones de
estrés. Una tercera explicacifn seria, desde luego, que si los delfines tienen un ritmo circadiano como
los demas mamiferos los valores de estos pardmetros podrian estar en sus niveles bajos o estarian
inictando apenas su elevacion circadiana.

Los resultados obtenidos para la actividad de p-glucuronidasa fueron similares a los del corfisol.

En la tabla il presentan los valores para la capacidad de respuesta en la cual se puede observar que
slempre es mayor para fas 3 horas que para las 18 horas. Puede observarse también que esta
capacidad de respuesta siempre fue mayor para la p-glucuronidasa que para cortisol. Si ademés se
toma en cuenta que ef volumen para medir p-glucuronidasa es 10 veces menor que ef necesario para

medir corisol, resulta evidente que medir la actividad de algunas aclividades de enzimas lisosomales,
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sobre todo aquellas relacionadas con la degradacion de macromoléculas capaces de proporcionar
energia, podria tener ciertas ventgjas para medir ¢l efecto de diferentes estresores, scbre todo si se
mide en muestras de saliva que como ya se menciond, 1a loma de las mismas, esta lire de estrés,
Recientemente s¢ ha demostrado que el estrés emocional se acompafia de la aclivacion de procesos
mediados por radicales libres particularmente la peroxidacién de lipidos (28, 29). La lipoperoxidacion
es frecuentemente i primer pardmetro al cual se enfocan los investigadores cuando Guieren probar la
intervencidn de los radicales libres en el dafio celular.

En el estado sano, la lipoperoxidacion esta implicada en fa regulacién de la permeabilidad membranal
y la actividad de enzimas unidas a la membrana incluyendo enzimas fisosomales mientras que los
lisosomas regutan tanto la formaci6n de hidroperoxidacion de lipidos asi como fa hidrolisis de los
productos de fa lipoperoxidacién.

Estos procesos, normalmente, estdn regulados por sistemas antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos (62). Sin embargo &l grupo de Mori (28) ha demostrade que el estrés emocional puede
inducir 1a formacion de especies de oxigenc reactives (ROS en Inglés) que dafian eslas defensas
artioxidantes, llevando a! dafic oxidativo y @ un cambic considerable del balance entre los factores
oxidativos v antioxidativos particularmente en el cerebro.

Nuestros resultados, los cuales se muestran en la figura 10, sobre los valores de malondialdenido,
(MDA) en el suero de los deffines estudiados durante el proceso de transporte tanto a las 2 horas
como a las 18 horas muestran que dichos valores son mas altos al final (F) que al inicio {I} del
experimento en ambos grupos de animales (66 + 14 vs 91 £ 16 y 88.5 + 5.5 vs 108.5 % 2.5 nmolas/mg
prot respectivamente). Estos resultades indican que la inmovilizacion a la que son sometidos los
delfines durante e! fransporte induce la peroxidacién de lipidos probablemente como resultado de
procesos inducidos por radicales libres. Como se puede observar también, en esta figura 10 que los
valores de malondialdehido en los delfines que viajaron durante 18 horas son més aitos en ambos
tiempos; sin embargo la capacidad de respuesta F/l es mayor en los delfines que vigjaron durante 3
horas (1.4} que en 10s que vigjaron 18 horas (1.2). Estos resultades son gificlles de explicar, debido a
que no se hicieron estudios circadianos formales, por lo que no podemos saber si el valor al inicio de
ios delfines que viajaron-18 horas se debe a Ia hora del dia en la que se tomd 1a muestra sanguinea o

si representa una respuesta a una manipulacién de mayor duracion. Otra posible explicacion es que
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los delfines seleccionados para viajar 18 horas tienen una mayor sensibilidad al estrés emocional
impuesto por la inmovilizacién, que fos delfines que viajaron 3 horas.

En nuestros experimentos es probable que la actividad de {a B-glucuronidasa lo cual es practicamente
igual al principio como después de 18 horas de transporte sea una consecuencia del efecto de los
radicales libres sobre la lipoperoxidacién de fas membranas celulares parlicularmente & membrana
lisosomat disminuyendo su fluidez membranal haciéndola més rigida y por lo tanto inhibiendo a largo
tiempe la liberacifn de enzimas lispsomales. Otra posibilidad que podria explicar estos resultades es
que sea a nivel de! cerebro que se produzce una fipoperoxidacion y particularmente en ef hipotdlamo
por lo que la sefial para la liberacién de corlisol por las adrenales esta inhibida y se produzca una
disminucién en los niveles de cortisol después de un largo tiempo de estrés (18 horas). Sin embargo
cabe mencionar dos cosas: 1.- Que este mecanismo no necesariamente sea un proceso dafiino al
cerebro del delfin sino que forme parte de un mecanismo regulador de la respuesta o adaptacion al
estrés y 2.- Que esta hipitesis es tentativa y que Ja comprobacién de ta misma podria involucrar

estudios mas complejos fuera del alcance de esta tesis,

CONCLUSIONES.

De los resultados obtenidos en esta tesis podemos concluir que fos niveles de cortisol en la saliva del
delfin Tursiops truncatus presentan un comportamiento diurno muy simiar al observade en el humano
y en olros mamiferos, y aungue en reafidad no se hicleron estudios circadianos formales, este
comportamignto puede ser el reflejo de un ritmo circadiano presente también en los delfines.
Consideramos que este 5 el primer estudlo en el que se demuestra que la medicién de algunas
actividades enzimaticas vy especificamente de fa enzima lisosomal f-glucuronidasa pueden servir
como un indicador det grado de estrés a! que puede estar sometido un organismo.

La medicién de la actividad de la p-glucuronidasa a(n en sangre, cuya determinacién se puede
abtener dentro de una hora después de tomar la muestra, podria ser un Méiodo no radioactivo, y
econdmico el cual a su vez podria servir en confuncién con la determinacién de la velocidad de
sedimentacién de los eritrocitos y los niveles de hierro sérico como un indicador prognéstico de las

reacciones adaptativas de los delfines a 10s estresores.
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La toma de muestras de saliva es una técnica considerada libre de estrés, por lo tanto pensamos que
si s5e puede establecer como rutina, el tomar muestras de saliva de delfines podria ser un proceso
menos estresante y probahiemente més facil que la toma de muestras sanguineas para el andlisis de
algunos parametros relacionados con el estado de enfermedad de éstos animales.

Finalmente concluimos gue la inmovilizacitn a la que se someten los delfines durante el transporie

induce la peraxidacion de lipidos a travds de procesoas metabdlicos inducidos por radicales fibres.
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