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INTRODUCCIÓN
1.Problemática de la influencia humana, el estrés o las patologías
sobre el Sistema Inmunitario de los mamíferos marinos.
 1.1 Influencia humana sobre los ecosistemas.
1.2 Monitarización del ecosistema marino   mediante el estudio de
especies centinela.
1.3 Los mamíferos marinos: Características biológicas, distribución y
riesgos de las especies bajo estudio.
        1.3.1 Cetáceos odontocetos
             1.3.1.1Delfín mular (Tursiops truncatus) 
             1.3.1.2 Beluga (Delphinapterus leucas) 
        1.3.2 Pinnípedos
             1.3.2.1 Morsa (Odobenus rosmarus)
             1.3.2.2 Foca común (Phoca vitulina)
     1.3.2.3 León marino sudamericano (Otaria flavescens). 
1.4. Principales amenazas antropogénicas a las que se enfrentan los
mamíferos marinos y sus consecuencias sobre el bienestar animal
        1.4.1 Exposición a contaminantes ambientales.
        1.4.2 Bycatch. 
        1.4.3 Contaminación acústica.
        1.4.4 Calentamiento global. 
2. El sistema inmunitario y la hemostasia en mamíferos marinos:
Relevancia en estudios de toxicidad y en el control sanitario de
animales en cautividad.
2.1. El sistema inmunitario y sus respuestas.
 2.1.1. Respuesta inmunitaria innata
 2.1.2. Respuesta inmunitaria adquirida.
 2.1.3. Bioenergética de las células inmunitarias. 
 2.1.4. La apoptosis como mecanismo regulador de la función inmunitaria. 
2.2. La funcionalidad plaquetaria y su papel en la hemostasia.
 2.2.1. Adhesión de la plaqueta a la matriz subendotelial.
 2.2.2 Activación plaquetaria.
         2.2.2.1 Transducción de señales en la activación plaquetaria.
         2.2.2.2 Cambio de forma de la plaqueta
         2.2.2.3. Agregación plaquetaria
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             2.2.2.4. Secreción de sustancias almacenadas en los gránulos.
     2.2.2.5. Expresión de actividad procoagulante y liberación de
micropartículas.
2.3. Infección y estrés en mamíferos marinos: Consecuencias sobre la
función inmunitaria y la hemostasia.
     2.3.1 Principales patologías infecciosas en mamíferos marinos.
     2.3.2. Estrés e inmunosupresión en mamíferos.
    2.3.3. Medicina preventiva y nuevos bioindicadores de estrés crónico.
2.4. Conservación del medio marino: Efecto de contaminantes
ambientales sobre la función inmunitaria y la hemostasia de los
mamíferos marinos.
2.4.1. Contaminantes modelo para estudios de toxicidad in vitro:
Características y mecanismos
.
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MATERIAL Y MÉTODOS
1. Sujetos incluidos en el estudio. 
1.1 Delfín mular (Tursiops truncatus)
     1.1.1Delfines bajo cuidado humano.
     1.1.2Delfines salvajes sanos y 1.1.3 varados.
1.2 Beluga (Delphinapterus Leucas) 
1.3 Morsa (Odobenus Rosmarus) 
1.4 Foca común (Phoca vitulina) 
1.5 León marino (Otaria flavescens) 

2.    Toma de muestras.
2.1 Extracción de sangre y obtención de plasma.
      2.1.1 Extracción de sangre.
      2.1.2 Obtención de plasma.
2.2 Obtención y procesamiento de tejidos de animales varados.

3.Reactivos, tóxicos, soluciones y medios de cultivo. 
3.1 Fluorocromos.
3.2 Anticuerpos monoclonales y kits comerciales.
3.3 Reactivos.
3.4 Tóxicos
3.5 Tampones y soluciones
3.6 Medios de cultivo

4.Caracterización de la funcionalidad y viabilidad inmunitaria, estado
redox basal y función mitocondrial en leucocitos de animales sanos.
4.1 Citometría de flujo. 
4.2 Análisis de la funcionalidad inmunitaria en animales sanos.
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    4.2.1 Evaluación de la capacidad fagocítica de monocitos y granulocitos.
           4.2.1.1 Adaptación del Kit Ingoflow para la determinación de la
capacidad de fagocitosis in vitro.
          4.2.1.2 Adaptación del Kit Ingoflow para la determinación de la
fagocitosis y el estallido respiratorio in vitro.
          4.2.1.3 Adaptación del Kit Fagoflow para la determinación de la
producción del estallido respiratorio in vitro.
    4.2.2Evaluación de la capacidad proliferativa de los linfocitos T.
    4.2.3Detección de citoquinas extracelulares.
    4.2.4 Análisis del potencial de membrana mitocondrial (PMM) en sangre
periférica.
    4.2.5 Análisis de apoptosis y necrosis celular en sangre periférica.
4.3 Establecer un rango de valores de referencia para la capacidad
fagocítica, el estado redox y el potencial de membrana mitocondrial
fisiológicos en animales sanos de cada especie.

5.Caracterización de la funcionalidad plaquetaria en animales sanos.
5.1 Evaluación de la activación plaquetaria a través del estudio de dos
de sus fases en animales sanos.
     5.1.1 Identificación de un marcador plaquetario en mamíferos marinos
adecuado para citometría de flujo.
     5.1.2 Estudio de la movilización de calcio intraplaquetario. 
    5.1.3Expresión de la superficie procoagulante y liberación de
micropartículas plaquetarias (MPPs).
5.2 Detección de los niveles de plaquetas reticuladas.
5.3 Establecimiento de un rango de valores de referencia para cada
parámetro de función plaquetaria en animales sanos de cada especie.

6. Evaluación de las alteraciones inducidas por contaminantes
ambientales en la funcionalidad inmunitaria y plaquetaria de
mamíferos marinos.
6.1 Procesamiento de las muestras para la detección de
contaminantes.
     6.1.1Procesamiento de las muestras de sangre periférica, plasma
sanguíneo y tejidos.
     6.1.2 Tratamiento in vitro de sangre periférica con tóxicos.
7. Evaluación de las alteraciones inducidas por estrés crónico en la
funcionalidad inmunitaria de mamíferos marinos. 
8. Evaluación de las alteraciones inducidas por patologías en la
funcionalidad inmunitaria o plaquetaria de mamíferos marinos.
9. Análisis estadístico. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
1. Evaluación de la funcionalidad inmunitaria en animales sanos.
1.1 Capacidad fagocítica fisiológica en animales sanos.
     1.1.1 Puesta a punto de nuevos protocolos para la evaluación de la
capacidad fagocítica de monocitos y granulocitos en mamíferos marinos.
     1.1.2 Valores fisiológicos de capacidad fagocítica en animales sanos.
             1.1.2.1 Delfines mulares (Tursiops truncatus)
             1.1.2.2 Belugas (Delphinapterus leucas)
             1.1.2.3 Morsas (Odobenus rosmarus)
             1.1.2.4 Leones marinos (Otaria flavescens)
             1.1.2.5 Foca (Phoca vitulina)
     1.1.3 Diferencias en la capacidad fagocítica de mamíferos marinos de
diferentes especies.
1.2 Estado redox fisiológico de los leucocitos en animales sanos.
    1.2.1 Puesta a punto del protocolo para la evaluación del estado redox
leucocitario en mamíferos marinos.
   1.2.2 Estado redox fisiológico en monocitos y granulocitos de animales
sanos.
            1.2.2.1 Delfines mulares (Tursiops truncatus)
            1.2.2.2 Belugas (Delphinapterus leucas)
            1.2.2.3 Morsas (Odobenus rosmarus)
            1.2.2.4 Leones marinos (Otaria flavescens)
    1.2.3 Diferencias en el estado redox leucocitario entre mamíferos marinos
bajo cuidado humano de diferentes especies.
1.3 Potencial de membrana mitocondrial de los leucocitos en animales
sanos. 
   1.3.1 Puesta a punto de un nuevo protocolo para la evaluación del
potencial de membrana mitocondrial (PMM) en mamíferos marinos.
   1.3.2 Valores fisiológicos de potencial de membrana mitocondrial
leucocitario en animales sanos.

2. Evaluación de la funcionalidad plaquetaria en animales sanos.
2.1 Puesta a punto de nuevos protocolos para la evaluación de la
funcionalidad plaquetaria en mamíferos marinos.
    2.1.1 Estudio de la movilización del calcio intraplaquetario en mamíferos
marinos.
    2.1.2 Estudio de la expresión de fosfatidilserina y liberación de
micropartículas en mamíferos marinos.
    2.1.3 Detección de plaquetas reticuladas en mamíferos marinos. 
2.2 Valores fisiológicos de funcionalidad plaquetaria en animales
sanos.
    2.2.1 Movilización de calcio intraplaquetario en animales sanos.
             2.2.1.1 Delfines mulares (Tursiops truncatus)
             2.2.1.2 Belugas (Delphinapterus leucas)
             2.2.1.3 Morsas (Odobenus rosmarus)
             2.2.1.4 Leones marinos (Otaria flavescens)
             2.2.1.5 Foca (Phoca vitulina)
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     2.2.2 Diferencias en la movilización de calcio intraplaquetario entre
mamíferos marinos bajo cuidado humano de diferentes especies.
    2.2.3 Expresión de fosfatidilserina y liberación de micropartículas en
animales sanos.
         2.2.3.1 Delfines mulares (Tursiops truncatus)
         2.2.3.2 Belugas (Delphinapterus leucas)
         2.2.3.3 Morsas (Odobenus rosmarus)
         2.2.3.4 Leones marinos (Otaria flavescens)
         2.2.3.5 Foca (Phoca vitulina)
   2.2.4 Diferencias en la expresión de fosfatidilserina y liberación de
micropartículas entre mamíferos marinos bajo cuidado humano de
diferentes especies. 
   2.2.5 Fracción de plaquetas inmaduras (FPI) en animales sanos.
         2.2.5.1 Delfines mulares (Tursiops truncatus)
         2.2.5.2 Belugas (Delphinapterus leucas)
   2.2.4 Diferencias entre la fracción de plaquetas inmaduras (%FPI) de
mamíferos marinos bajo cuidado humano de diferentes especies.

3. Efectos del estrés en la función inmunitaria y plaquetaria de los
delfines.
3.1 Estudio etológico.
3.2 Relación entre el estrés crónico y la función fagocítica y
plaquetaria de los animales.
     3.2.1 Relación entre el estrés crónico y la función fagocítica en delfines
     3.2.2 Relación entre el estrés crónico y la función plaquetaria en delfines.
4. Evaluación de la función inmunitaria y plaquetaria en animales
enfermos. Casos clínicos.
4.1 Nala, delfina con infección fúngica respiratoria recurrente.
4.2 Pfizzer, animal con inmunodepresión y posterior cuadro digestivo
por levaduras.
4.3 Kuni, cría de delfín diagnosticada de cistitis hemorrágica.
4.4 Nika, delfina adulta con infección vírica.
4.5 Apolo, delfín adulto con gastritis hemorrágica derivada de estrés
crónico.
4.6 Patrick, león marino con enteritis hemorrágica por cuerpo extraño.
4.7 Lazo, delfín con gastritis ulcerativa hemorrágica.
4.8 Delfín salvaje varado enfermo en la costa valenciana. 

5. Efectos in vitro de los contaminantes ambientales sobre la función
inmunitaria y plaquetaria de delfines mulares.
5.1 Detección de contaminantes en diferentes matrices de delfines.
    5.1.1 Detección de compuestos de uso humano en tejidos de delfín.
    5.1.2 Detección de metales pesados en sangre entera o plasma de delfín.
5.2 Efectos de los contaminantes en la funcionalidad inmunitaria y
plaquetaria de delfines mulares.
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 5.2.1 Efectos del ibuprofeno sobre la funcionalidad inmunitaria y
plaquetaria de delfines. 
           5.2.1.1 Efectos del ibuprofeno sobre la funcionalidad inmunitaria.
          5.2.1.2 Efectos del ibuprofeno sobre la funcionalidad plaquetaria.
5.2.2 Efectos de la cafeína sobre la funcionalidad inmunitaria y plaquetaria
de delfines sanos.
          5.2.2.1 Efectos de la cafeína sobre la funcionalidad inmunitaria. 
         5.2.2.2 Efectos de la cafeína sobre la funcionalidad plaquetaria
5.2.3 Efectos de la aspirina sobre la funcionalidad inmunitaria y
plaquetaria de delfines sanos. 
         5.2.3.1 Efectos de la aspirina sobre la funcionalidad inmunitaria
         5.2.3.2 Efectos de la aspirina sobre la funcionalidad plaquetaria. 
5.2.4 Efectos del paracetamol (acetaminofén) sobre la funcionalidad
inmunitaria y plaquetaria de delfines. 
         5.2.4.1 Efectos del paracetamol sobre la funcionalidad inmunitaria           
         5.2.4.2 Efectos del paracetamol sobre la funcionalidad plaquetaria.
Tabla Resumen efectos ibuprofeno, cafeína, aspirina y paracetamol sobre
la función inmunitaria y plaquetaria en delfines.



AA:  ácido  araquidónico

ACTH:  hormona  adrenocort icotropa  o  cort icotropina

ADP:  Adenosina  5 ′ -difosfato  monopotasio

AIF:  factor  inductor  de  apoptosis

AINE:  ant i inf lamator io  no  esteroideo

AMP:  adenosín  monofosfato

AMPc:  Adenosín  monofosfato  cícl ico

ARE:  elemento  de  respuesta  ant ioxidante

ATP:  adenosín  tr i fosfato

BCH:  Bajo  cuidado  humano

BCR:  receptor  ant igénico  de  los  l infocitos  B

CD62 -L:  select ina  L

CD62 -P:  gl icoproteína  select ina -P

CIPF:  Centro  de  invest igación  Príncipe  Fel ipe

Con  A:  concanaval ina  A

COX:  ciclooxigenasa

CPA:  células  presentadoras  de  ant ígeno
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IACUC:  Mote  Marine  Laboratory  Inst i tut ional  Animal  Care  and  Use  Committee

IFNγ :  Interferón  gamma
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IL :  inter leuquina
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PPTM:  poro  de  permeabi l idad  transitor ia  mitocondrial

PS:  fosfat idi lser ina
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SSC:  side  scatter

Tc:  l infocitos  T  citotóxicos
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TLR:  receptores  de  t ipo  Tol l
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TNFα :  factor  de  necrosis  tumoral
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El ecosistema marino está siendo sometido de forma incesante a la influencia humana. Los 

mamíferos marinos, al ser animales longevos que se encuentran en lo alto de la cadena 

alimentaria son buenos bioindicadores del estado del medio marino. Entre los impactos que 

más afectan a los mamíferos marinos de vida libre se encuentran la contaminación de los 

mares y océanos, la pesca accidental, la contaminación acústica y el calentamiento global.  

Diversos estudios han demostrado la presencia de contaminantes en los tejidos de 

mamíferos marinos varados. Por otra parte, algunos estudios han demostrado la presencia 

en el agua del mar de xenobióticos que todavía no se han analizado en los tejidos de los 

animales marinos hasta el momento, como fármacos de uso humano y veterinario.  

También se han descrito cambios fisiológicos, bioquímicos y del comportamiento 

relacionados con el estrés agudo y crónico en animales expuestos a la contaminación acústica 

procedente de determinadas embarcaciones. Por otra parte, los mamíferos marinos que se 

encuentran bajo cuidado humano en acuarios pueden sufrir patologías o estrés crónico 

durante su vida, lo que puede ir en detrimento de su bienestar.  

Se ha demostrado que el estrés, determinadas patologías y la exposición a contaminantes 

ambientales pueden producir alteraciones en la función inmune y plaquetaria en humanos y 

otras especies animales.  

Por todo ello, nos planteamos las siguientes hipótesis: 

Hipótesis 1.  

La aplicación de ensayos funcionales ex vivo en mamíferos marinos permitiría establecer los 

valores de referencia de biomarcadores relevantes de la función inmunitaria o plaquetaria, y 

detectar alteraciones tempranas en los mismos, como consecuencia de determinadas 

patologías o procesos estresantes. 

Hipótesis 2. 

Determinados contaminantes presentes en el mar en concentraciones relevantes, tales como 

fármacos de uso humano (ibuprofeno, paracetamol, aspirina…) o metales pesados, podrían 

ser detectados en tejidos u otras matrices de cetáceos varados, así como en sangre u orina 
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de delfines vivos, ya sean salvajes o bajo cuidado humano, indicando una exposición crónica 

o aguda a dichos compuestos. 

Hipótesis 3.  

La aplicación de ensayos funcionales in vitro en mamíferos marinos permitiría predecir y 

caracterizar posibles efectos tóxicos de xenobióticos contaminantes sobre la función 

inmunitaria y/o plaquetaria de delfines mulares. 

 

De acuerdo con las hipótesis planteadas, los objetivos de esta Tesis Doctoral son los 

siguientes: 

Objetivo 1.  

Desarrollar y validar métodos para el estudio de biomarcadores de la función inmunitaria y 

plaquetaria en mamíferos marinos, correlacionando los resultados obtenidos con 

parámetros de hábitat, estrés, indicadores fisiológicos y estado de salud de los grupos de 

interés. 

La consecución de este objetivo requiere la puesta a punto o adaptación de ensayos por 

medio de diferentes técnicas, principalmente citometría de flujo, para el estudio de la función 

inmunitaria (identificación de poblaciones leucocitarias, capacidad fagocítica, proliferación 

de linfocitos, viabilidad celular, apoptosis, potencial de membrana mitocondrial, estrés 

oxidativo y medida de citoquinas) y plaquetaria (identificación de plaquetas maduras e 

inmaduras, respuesta de movilización de calcio y generación de micropartículas). 

Objetivo 2.  

Analizar contaminantes ambientales presentes en los tejidos y diferentes matrices (sangre 

entera y plasma) de tres grupos de delfines mulares:  

a) Delfines salvajes vivos y sanos de la Bahía de Sarasota (Florida, EEUU). 
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b) Delfines bajo cuidado humano en el Oceanográfico de Valencia y en Mundomar (Benidorm, 

España).  

c) Delfines salvajes varados en las costas de la Comunidad Valenciana. 

En función de los resultados obtenidos, seleccionar los compuestos más representativos e 

interesantes para la posterior realización de los estudios de toxicología in vitro. 

Objetivo 3.  

Realizar estudios de inmunotoxicología y toxicología in vitro en muestras de sangre entera de 

mamíferos marinos, empleando los tóxicos de relevancia medioambiental seleccionados 

para determinar si dichos xenobióticos inducen alteraciones de la función inmunitaria o 

plaquetaria que puedan poner en riesgo a los animales salvajes que están expuestos a ellos. 
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1. Problemática de la influencia humana, el estrés o las patologías sobre el 

Sistema Inmunitario de los mamíferos marinos. 

1.1 Influencia humana sobre los ecosistemas.  

Durante el último medio siglo, la población humana se ha duplicado, demandando más 

recursos procedentes de la naturaleza. Los cambios en el uso y la explotación de los 

ecosistemas, la contaminación y el cambio climático han sido algunas de las causas de que la 

biodiversidad esté en peligro. De aproximadamente 8 millones de especies animales y 

vegetales conocidas, al menos un millón se encuentran amenazadas de extinción, y muchas 

de ellas podrían desaparecer de forma inminente en las próximas décadas si no se toman 

medidas contundentes a tiempo. La velocidad a la que se están alcanzando estos niveles de 

amenaza es de diez a cien veces mayor que la media de los últimos diez millones de años. 

Aunque esta situación desencadena una rápida evolución biológica para adaptarse a los 

cambios, todo indica que los cambios generados por el hombre en el entorno se producen 

más rápido que los cambios adaptativos de las especies (Díaz et al., 2019). 

Por fortuna, en los últimos años se ha incrementado el interés y la preocupación de la 

población por la conservación del medio ambiente, y en especial de los mares y océanos. El 

último Informe de Evaluación Mundial de la Plataforma Intergubernamental Científico-

Normativa sobre Diversidad Biológica y Servicios de los Ecosistemas (IPBES), publicado por la 

Unesco en mayo del 2019, alerta sobre un declive sin precedentes de la biodiversidad de 

nuestro planeta. El cambio global en el medio natural durante los últimos 50 años no tiene 

comparación con el constatado en ningún otro periodo. El 75% de la superficie terrestre y el 

66% de los océanos han sido significativamente alterados por la acción del hombre, así como 

los humedales, habiendo desaparecido ya prácticamente en su totalidad. 

Si nos centramos en el ecosistema marino, la sobrepesca, los vertidos industriales, agrarios y 

urbanos, la presencia de macro-, micro- y nano-plásticos, la subida de la temperatura global 

o el desarrollo costero han contribuido a que un tercio de las especies de mamíferos marinos 

se encuentren amenazadas, un tercio de la población de peces se considere sobreexplotada 

y casi la mitad de los corales hayan desaparecido desde el año 1870 (Díaz et al., 2019). 

Por todo ello, es necesario llevar a cabo un control y monitorización continuados de los 

ecosistemas, con el fin de evaluar los efectos de la influencia humana sobre estos, tomar 
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conciencia y poner fin a las acciones que dañan el medio ambiente. La idea de que el cambio 

es posible no es una quimera. Prueba de ello han sido las visibles modificaciones 

medioambientales que se produjeron durante el confinamiento global durante la pandemia 

por Covid-19. Si bien la pandemia ha sido una catástrofe sanitaria, económica y social, la fase 

de confinamiento prácticamente global se acompañó de mejoras medioambientales 

palpables que demostraron al mundo que si aplicamos medidas es posible reducir la 

influencia negativa del hombre sobre los ecosistemas y mejorar por ende la calidad de vida 

de los seres vivos que en ellos habitan, la nuestra propia y la de las generaciones futuras. 

Durante el confinamiento de la mayoría de países del mundo, las emisiones de gases de 

efecto invernadero se redujeron significativamente con respecto al año anterior 

(Lokhandwala y Gautam, 2020). En concreto, las emisiones diarias de CO2 cayeron un 17% de 

forma global, y en determinados países incluso llegaron a reducirse en un 26% tras semanas 

de confinamiento (Le Quéré et al., 2020). Por su parte, en abril de 2020 las emisiones de óxido 

nitroso (NO) y dióxido de azufre (SO2) también disminuyeron un 30% y un 20% 

respectivamente, en pleno confinamiento, contribuyendo levemente al enfriamiento del 

planeta (Forster et al., 2020).  

Pero no solo mejoró la calidad del aire, sino que también mermó la contaminación química y 

física de las playas, ríos y lagos (Arif et al, 2020; Yunus et al., 2020; Lokhandwala y Gautam, 

2020; Ormaza-González et al., 2020). La contaminación acústica también se redujo 

considerablemente, tanto en los mares y océanos como en los ecosistemas terrestres.  Se 

observó una caída del ruido sísmico (producido por las vibraciones de la corteza del planeta) 

debido sin lugar a dudas al descenso de las actividades rutinarias, especialmente del 

transporte (Mallapati, 2020). En el ecosistema marino se produjo una disminución 

significativa del ruido antropogénico, principalmente debido a la disminución del transporte 

marítimo. La potencia acústica se redujo a la mitad tanto en los puertos como en las 

profundidades marinas con respecto al año anterior (Thompson y Barclay, 2020).  Todo ello 

contribuyó a que durante el confinamiento se produjeran más avistamientos de fauna salvaje 

cerca de las zonas urbanas y se observara menos basura en las playas (en especial, plásticos) 

(Ormaza-González et al., 2020).  

Así pues, si bien es cierto que los peligros derivados de la acción del hombre existen y 

permanecen en el ecosistema marino, también lo es que es posible reducirlos tomando 

medidas y actuando de forma unida y global. En esta tesis hemos querido investigar qué 
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efectos podían tener el estrés, las patologías o los contaminantes ambientales en la salud de 

los mamíferos marinos. Para ello, nos centramos en el estudio de las células sanguíneas 

(leucocitos  y plaquetas), puesto que, en especial el sistema inmunitario, es un indicador claro 

del estado de salud de los animales y su abordaje es poco invasivo para los individuos bajo 

estudio. 

 

1.2 Monitarización del ecosistema marino mediante el estudio de especies 

centinela.  

Para evaluar el estado de los ecosistemas se emplean especies centinela, cuyo estudio 

informa no sólo sobre la situación de la especie sino también sobre el entorno en el que 

habita. En el caso del ecosistema marino, los mamíferos marinos son buenos bioindicadores 

del medio, debido a su elevada longevidad y a que se encuentran en lo alto de la cadena 

trófica.  

Al ser depredadores apicales, los mamíferos marinos tienen una función determinante en el 

control de poblaciones y en la estabilidad del medio en el que habitan (Lloret et al., 2012).  

Sin embargo, su posición también implica que son los receptores finales de todos los 

impactos que se producen en el ecosistema. En este sentido, uno de los puntos clave es la 

bioacumulación a través de la dieta de todos los contaminantes a los que se exponen los 

organismos que se encuentran por debajo de ellos en la cadena alimentaria. En el caso de los 

mamíferos marinos este proceso ocurre todavía más notablemente con las sustancias de 

naturaleza lipofílica, como son los policloruros de bifenilos (PCBs) o algunos pesticidas, ya 

que estas especies presentan grandes cantidades de grasa en su organismo para mantener 

la temperatura corporal, como adaptación al medio en el que viven. 

1.3 Los mamíferos marinos: Características biológicas, distribución y riesgos de las 

especies bajo estudio. 

Los mamíferos marinos proceden evolutivamente de mamíferos terrestres, con 

modificaciones anatómicas importantes para su adaptación al medio acuático. Las 

extremidades evolucionaron a aletas y su cuerpo presenta una forma fusiforme o alargada, 

lo cual evita en gran medida la resistencia contra el agua y mejora la hidrodinámica durante 
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el nado. También se han adaptado para poder soportar largos periodos de apnea, gracias a 

la respiración voluntaria en el caso de los cetáceos, y a su gran aprovechamiento del oxígeno 

(Secretaría de Estado de Medio Ambiente, 2015) presentando un mayor número de 

eritrocitos en sangre que los mamíferos terrestres y de dos a nueve veces más hemoglobina 

en los músculos. Por otro lado, cuando se sumergen entran en bradicardia y redistribuyen la 

sangre oxigenada hacia los órganos vitales más importantes. También sus sentidos han 

tenido que adaptarse al medio marino, principalmente la visión subacuática, y algunas 

especies han desarrollado nuevas capacidades para guiarse en su entorno, como la 

ecolocalización.  

Presentan una gran capa de grasa subcutánea que les ayuda a regular su temperatura interna 

y mantenerla siempre estable, lo cual es imprescindible para su supervivencia, ya que son 

animales homeotermos. Además, la grasa también mejora su flotabilidad y les resulta útil 

como reserva energética (Cozzi et al., 2016)  

El medio marino es su fuente de alimentación (Crocker D.E and Costa D.P, 2018). En el caso 

de los pinnípedos, estos aún poseen un vínculo con la tierra firme para dar a luz a sus crías y 

cuidarlas durante los primeros periodos de vida.  

Los mamíferos marinos se dividen filogenéticamente en tres órdenes: el orden Cetácea, que 

incluye los subórdenes Odontocetos (cetáceos dentados) y Misticetos (cetáceos barbados); 

el orden Carnívora, que incluye los Pinnípedos (Odobénidos, Fócidos y Otaríidos) y otros 

carnívoros, como nutrias marinas u osos polares; y el orden Sirenia, en el que se clasifican los 

manatíes y los dugongs.  

Esta Tesis se centra en el estudio de varias especies de cetáceos odontocetos y de pinnípedos, 

haciendo especial hincapié en los efectos de la influencia humana sobre los delfines mulares 

(Tursiops truncatus), cuya amplia distribución geográfica los convierte en una importante 

especie centinela global, que permite monitorizar y comparar el estado de ecosistemas muy 

alejados entre sí, utilizando sujetos de iguales características biológicas. Por otro lado, para 

iniciar las aproximaciones a los posibles efectos antropogénicos en mares no habitados por 

delfines mulares y/o en otras especies importantes del ecosistema marino, se han estudiado 

belugas (Delphinapterus leucas), morsas (Odobenus rosmarus), focas comunes (Phoca 

vitulina) y leones marinos sudamericanos (Otaria flavescens).  
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1.3.1. Cetáceos odontocetos. 

1.3.1.1 Delfín mular (Tursiops truncatus) 

El delfín mular es un cetáceo odontoceto de tamaño mediano, siendo su longitud media de 

entre 2 y 3,8 metros y su peso variable, situándose entre los 220 y 500 Kg en los individuos 

adultos (Figura 1A). Presenta una coloración grisácea uniforme excepto en la zona ventral, 

que mantiene un color blanquecino o rosado. Tienen una vida media de 25 años, 

produciéndose los nacimientos mayoritariamente en verano. Las hembras alcanzan la 

madurez sexual a los 5-12 años, mientras que los machos la alcanzan más tarde, entre los 10-

12 años de edad. El periodo de gestación alcanza los 12 meses y la lactancia puede alargarse 

incluso hasta el año y medio de duración (Secretaría de Estado de Medio Ambiente, 2015). 

Suelen vivir en grupos de entre 2 y 25 animales, aunque en algunas ocasiones se han llegado 

a observar grupos formados por cientos de individuos, llegando incluso al millar. 

Se distribuyen de forma cosmopolita entre las latitudes 40º norte y 45º sur, llegando a 

encontrarse en las islas británicas, a una latitud 60º norte (Culik, 2004) (Figura 1B). 

Normalmente, los delfines viven en áreas templadas o tropicales en zonas costeras, aunque 

algunos también habitan en zonas pelágicas (Wells y Scott, 1999).  

Dependiendo de su hábitat, su alimentación puede sufrir ligeras variaciones, aunque siempre 

está compuesta por peces e invertebrados (Pauly et al., 1998).  Concretamente, en España, 

los delfines mulares se alimentan principalmente de calamares, sardinas, caballas y 

chicharros (Blanco et al., 2001). En algunas zonas del océano, la distribución de las 

poblaciones de delfines es estacional, viéndose influenciada por las migraciones de los 

organismos que componen su dieta.    

Su distribución costera, hace a esta especie especialmente susceptible a la influencia 

humana, estando más predispuestos a sufrir la contaminación procedente de las ciudades, la 

captura accidental o colisiones con las embarcaciones, entre otros (Wells y Scott, 1999). El 

Libro Rojo de los Vertebrados de España lo cataloga como especie “Vulnerable”, tanto en 

aguas de la Unión Europea como en aguas españolas del Mediterráneo (Real Decreto 

139/2011), constando en el Catálogo Nacional de Especies Amenazadas también como 

“Vulnerable”, tanto en aguas peninsulares (Orden del 10 de marzo de 2000) como en las Islas 

Canarias (Orden del 9 de junio de 1999). El Convenio de Berna lo incluye en el Anexo II, de 
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fauna estrictamente protegida, y la Directiva de Hábitats y su transposición en el R. D. 

1997/1995 lo destacan, junto a la marsopa, en su Anexo II, lo que lo convierte en una especie 

de interés especial, cuya conservación requiere la designación de áreas especiales de 

conservación. También consta en su Anexo IV, como especie de interés comunitario y que 

precisa una protección estricta. El Acuerdo sobre la Conservación de los Cetáceos del Mar 

Negro, el Mar Mediterráneo y la Zona Atlántica Contigua (ACCOBAMS) lo considera desde el 

año 2002 como uno de los cetáceos que sufre mayores impactos por las actividades humanas. 

Por todo esto, el delfín mular está protegido por diferentes legislaciones autonómicas en 

España, concretamente en la Comunidad Valenciana y Andalucía.  

 

 

 

 

 

 

 

1.3.1.2 Beluga (Delphinapterus leucas) 

Las belugas son cetáceos odontocetos de tamaño mediano (entre 3,5 y 5,5 metros de 

longitud), presentando los machos una longitud hasta un 25% mayor que la de las hembras 

y siendo más robustos (Culik, 2004). Los individuos adultos pueden llegar a pesar hasta 1500 

Kg y presentan una longevidad superior a los 30 años. Las crías de beluga son grises al nacer 

y van aclarándose con los años hasta alcanzar el color perlado que las caracteriza 

aproximadamente a los 8 años de edad (O’Corry-Crowe et al., 2002) (Figura 2A).  

Se distribuyen geográficamente en el Océano Ártico y los mares adyacentes (Figura 2B). 

Normalmente se localizan en zonas costeras de poca profundidad, pero también existen 

Figura 1. (A) Morfología externa de un delfín mular y su cría. (B) En naranja se detalla la distribución 

geográfica del delfín mular a nivel global. 
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grupos que viven mar adentro (Reyes, 1991) y su distribución es, en ocasiones, estacional, 

dirigiéndose a zonas poco profundas en verano y alejándose de la costa en invierno (Barber 

et al., 2001). Por ello su alimentación puede variar, estando compuesta principalmente por 

peces de rio, gusanos marinos y calamares en zonas costeras y por crustáceos y peces más 

grandes en aguas más profundas (Culik, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

El calentamiento global, las capturas directas o la contaminación química y acústica son 

algunos de los mayores impactos humanos sobre esta especie, constando en el Apéndice II 

del Convenio de Bonn, relativo a la conservación de las especies migratorias. 

1.3.2 Pinnípedos. 

1.3.2.1 Morsa (Odobenus rosmarus) 

Las morsas son pinnípedos de la familia Odobenidea que presentan una longitud de 

aproximadamente tres metros de largo, alcanzando pesos que pueden llegar a los 1200 Kg 

en los machos más pesados, pero situándose alrededor de 700-800 Kg de media en los 

individuos adultos (Figura 3A). Tienden a formar grupos muy grandes, de hasta miles de 

individuos, como una estrategia defensiva frente a los depredadores. Se distribuyen en los 

mares del Ártico, desde Canadá y Groenlandia hasta Eurasia y el oeste de Alaska (Figura 3B), 

principalmente en zonas de alta mar y en placas de hielo de la plataforma continental. Su 

Figura 2. (A) Morfología externa de una beluga y su cría. (B) En naranja se detalla la distribución 

geográfica de las belugas a nivel global. 
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vida media es de 40 años, llegando a la madurez sexual a los 6-7 años de media. Se aparean 

en invierno y tras una gestación de unos 15 meses suelen parir una única cría, que crece en 

tierra mientras su madre obtiene alimentos del agua, principalmente moluscos y 

ocasionalmente otros mamíferos más pequeños e incluso aves marinas (IUCN,2020). 

Las morsas están consideradas como especie Vulnerable en la Lista Roja de la IUCN, debido a 

los impactos generados por los seres humanos en su hábitat, tales como las perforaciones en 

el medio para obtener gas y petróleo, la contaminación acústica derivada de las rutas de 

vuelo y las embarcaciones, olos daños en el entorno. A ello se suman las actividades 

recreativas en la zona, los vertidos de contaminantes industriales y militares a sus aguas y el 

cambio climático, que está alterando su hábitat de forma muy significativa durante los 

últimos años (Lowry, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.2.2 Foca común (Phoca vitulina)  

Se trata de pinnípedos de la familia de los fócidos, de pequeño tamaño (de 1,5 a 1,9 metros 

de longitud y de 60 a 150Kg en los individuos adultos) (Burns, 2009) (Figura 4 A). Su vida 

media es de 30-35 años. Alcanzan la madurez sexual a los 3-6 años (Härkönen y Heide-

Jorgensen, 1990) reproduciéndose en el agua y dando a luz en primavera-verano una única 

cría que lactará durante aproximadamente un mes (Bowen et al., 1994). Las focas comunes 

Figura 3. (A) Morfología externa de una morsa y su cría. (B) En naranja se detalla la distribución 

geográfica de las morsas a nivel global. 
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viven en grupos en zonas costeras de los océanos Pacífico y Atlántico, distribuyéndose en el 

hemisferio norte, desde zonas templadas hasta regiones polares, según la subespecie a la 

que pertenezcan (Figura 4 B). Se alimentan de peces, cefalópodos y crustáceos (Pierce et al., 

1991). 

A pesar de aparecer en la Lista Roja de la IUCN como una especie de menor preocupación, su 

localización cercana a los humanos, muchas veces en zonas portuarias, implica la exposición 

de esta especie a amenazas como la captura accidental (Desportes et al., 2010) o la caza o 

matanza autorizada, ya sea para fines alimentarios (en Alaska) o para evitar la competencia 

por el alimento con las pesquerías. Además, están expuestas a grandes concentraciones de 

contaminantes procedentes de la agricultura o las industrias, que merman sus funciones 

reproductora (Reijnders, 1986) e inmunitaria (Ross et al., 1995) entre otras. También las 

transmisiones víricas de carnívoros terrestres a estas especies fomentan el riesgo de 

infección. La contaminación acústica procedente de las embarcaciones o de las explotaciones 

petrolíferas mar adentro afectan a sus comportamientos de caza, y por tanto a su condición 

física (Hastie et al., 2015). Por último, el cambio climático puede alterar la distribución de sus 

presas y por tanto su correcta nutrición. 

 

 

 

 

 

 

1.3.2.3 León marino sudamericano (Otaria flavescens). 

Pertenecen a la familia de los otaríidos. El dimorfismo sexual es evidente en esta especie, 

siendo los machos mucho más grandes que las hembras (machos: 2,1-2,6 metros de longitud 

Figura 4. (A) Morfología externa de la foca común. (B) En naranja se detalla la distribución geográfica 

de las focas comunes a nivel global. 

 

IUCN (International Union for Conservation of Nature) 2009. Phoca vitulina. The IUCN Red List 

of Threatened Species. Version 2020-1 
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y 300-350 Kg de peso; hembras: 1,5-2 metros de longitud y 170 Kg de peso medio) (Riet-

Sapriza et al., 2013) y presentando una melena que los caracteriza (Figura 5A). Alcanzan la 

madurez sexual a los 4-7 años de edad, aunque los machos no son capaces de mantener un 

territorio y un harén hasta los 9-11 años de edad (Grandi et al., 2012). Durante la 

reproducción los machos arrastran a las hembras hacia zonas alejadas del mar, las hembras 

gestan una sola cría durante un año y paren en invierno. La lactancia de las crías suele durar 

8-10 meses, tras lo cual, las madres salen al mar en busca de alimento durante varios días , 

manteniendo unidas a las crías en grandes manadas en la costa. Cuando regresan con 

alimento, permanecen con ellas uno o dos días antes de volver a partir. Se alimentan 

principalmente de invertebrados y peces bentónicos y pelágicos. Los grupos sociales son 

diversos, pero lo más común es que esté formado por un único macho, de cuatro a diez 

hembras y sus crías. Se localizan en las zonas costeras de Sudamérica, en la región Sur-Oeste 

del Atlántico y Sur-Este del Pacífico (Figura 5B). 

 

 

 

 

 

 

 

Debido a sus localizaciones costeras, en muchas ocasiones comparten territorio con los seres 

humanos, sufriendo las mismas amenazas que las focas, ya citadas en el apartado anterior. A 

pesar de ello, los leones marinos sudamericanos aparecen en la Lista Roja de la UICN como 

especies de preocupación menor. 

 

Figura 5. (A) Morfología externa del león marino californiano. (B) En naranja se detalla la distribución 

geográfica de los leones marinos californianos a nivel global. 
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1.4. Principales amenazas antropogénicas a las que se enfrentan los mamíferos 

marinos y sus consecuencias sobre el bienestar animal. 

1.4.1 Exposición a contaminantes ambientales. 

La legislación europea define como “contaminantes” aquellas sustancias (elementos y 

compuestos químicos) o grupos de sustancias que son tóxicas, persistentes y susceptibles de 

bioacumularse, o que dan lugar a un nivel equivalente de preocupación (Directive 

2000/60/EC, 2000). El medio marino es el destino final de muchos de estos compuestos, ya 

sean físicos, como los plásticos, o químicos, como metales pesados, pesticidas, herbicidas, 

repelentes de insectos, organoclorados e incluso fármacos de uso humano o veterinario. 

El vertido de contaminantes a los mares y océanos es uno de los principales problemas 

medioambientales en la actualidad. Residuos urbanos, agrícolas e industriales entre otros, 

son evacuados cada día al ecosistema marino, llegando a generar 400 zonas muertas en el 

medio marino, o lo que es lo mismo, más de 245.000 Km2 de áreas hipóxicas, debido 

principalmente al excesivo e inapropiado uso de los fertilizantes (Díaz et al., 2019). 

Según el último informe del IPBES, cada año son vertidos al ecosistema marino entre 300 y 

400 millones de toneladas de metales pesados, solventes y otros residuos industriales y 

aproximadamente el 80% de las aguas residuales que se eliminan al medio ambiente a nivel 

global no han recibido tratamiento previo. Además, la contaminación por plásticos en los 

océanos se ha incrementado 10 veces desde el año 1980, afectando a al menos 267 especies 

marinas, incluyendo al 86% de las tortugas, al 44% de las aves y al 43% de los mamíferos. 

Tanto es así que se conoce la formación de al menos cinco enormes islas de plástico en el 

planeta situadas en los lugares donde convergen las corrientes marinas. Las más conocidas 

son las del Pacífico Norte y la del Atlántico Norte (Díaz et al., 2019). 

Estos tóxicos acaban depositándose en el agua y el sedimento del fondo marino, desde donde 

los organismos menores los captan a través de la dieta. Las especies más grandes absorben 

los contaminantes al ingerir los organismos que se encuentran por debajo de ellos en la 

cadena trófica. Los mamíferos marinos, al ser animales longevos que se encuentran en lo alto 

de la cadena alimentaria (Figura 6 A) se consideran bioindicadores de la contaminación del 

medio marino. Mediante los procesos denominados como bioacumulación y 
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biomagnificación acumulan en sus tejidos los contaminantes a los que se han expuesto los 

organismos de los estratos inferiores. 

La bioacumulación hace referencia a la cantidad total del contaminante absorbida y retenida 

por el animal a lo largo del tiempo (Jorgensen, 2016). La biomagnificación consiste en el 

incremento en la concentración de un contaminante desde un nivel trófico inferior a uno 

superior, donde los depredadores presentan mayores concentraciones que sus presas, 

debido a que ingieren no solo una presa, sino muchas y viven más años que ellas, estando 

expuestos por más tiempo a los contaminantes. Además, los organismos en niveles tróficos 

inferiores suelen crecer proporcionalmente más rápido, por lo que la acumulación de 

contaminantes queda más diluida que en sus depredadores (Newman, 2014) (Figura 6 B). 

Diversos estudios han demostrado la presencia de contaminantes en los tejidos de diferentes 

especies de mamíferos marinos, como delfín listado (Stenella coeruleoalba) (Martínez-López 

et al., 2019; Shoham-Frider et al., 2016), delfín de Fraser (Lagenodelphis hosei) (Durante et 

al., 2016; Durante et al., 2019), delfín común (Delphinus delphis) (Lahvis et al, 1995), orca 

(Orcinus orca), oso polar (Ursus maritimus) (Desforges et al., 2017) o foca vitulina (Phoca 

vitulina)(Frouin et al., 2008) entre otros. Los principales tejidos de acumulación son la grasa 

(donde se acumulan los compuestos lipofílicos), el hígado, el músculo, el riñón y el cerebro. 

En estas especies se han detectado compuestos como metales pesados, pesticidas, 

repelentes de insectos, plaguicidas, per-y polifluoroalquilos (PFAs), bifenilos policlorados 

(PCBs) o tributiltinas. Otros estudios han detectado la presencia de ftalatos (productos de 

degradación del plástico) en orina de delfines mulares, poniendo en evidencia su exposición 

a derivados de los plásticos o microplásticos a través de la dieta (Hart et al., 2018). 

Del mismo modo, determinados contaminantes son incluso detectables en el agua de mar. 

Fármacos como la cafeína, la carbamacepina, el ibuprofeno, el paracetamol o la teofilina 

entre otros, o ciertos alquilfenoles, PFAs, repelentes de insectos y pesticidas, se han 

encontrado entre el 90% y el 100% de las muestras de agua del Mediterráneo testadas 

(Munaron et al., 2012; Desbiolles et al.,2018; Brumovský et al., 2016; Brumovsky et al., 2017). 
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Figura 6. (A) Cadena trófica de los mamíferos marinos. (B) Representación de los niveles 

de contaminantes en el organismo de los animales en el proceso de bioacumulación y 

biomagnificación (Descargado de:http://nano-sostenible.com/2018/10/24/el-cuento-

cauteloso-del-ddt 2. el 20/marzo/2020). 



22 
 

Los contaminantes que se introducen en el medio marino se diluyen gracias al gran tamaño 

y volumen de los océanos, lo que conlleva que sus efectos no sean inmediatamente visibles, 

sino que son observables tras una exposición crónica. La toxicidad de los contaminantes o de 

las combinaciones de contaminantes depende del perfil de toxicidad de cada producto, de 

cómo interaccionan entre ellos (sinergismo o antagonismo), de su persistencia y su 

biodisponibilidad, así como de la capacidad de los organismos marinos para absorberlos y 

metabolizarlos.  

Se sabe que muchos de estos compuestos pueden producir en los seres humanos 

alteraciones a nivel endocrino, neurológico, inmunitario e incluso daño hepático o renal, 

entre otros (Bjorklund, et al., 2018; Guillette y Gunderson, 2001; Cosola et al., 2018; 

Kretzschmar y Klinger, 1990). Con respecto al sistema inmunitario, se han llevado a cabo 

varios estudios in vitro en diferentes especies de mamíferos marinos en los que se ha 

observado una relación directa entre la exposición a ciertos xenobióticos y alteraciones en la 

funcionalidad inmunitaria. Por ejemplo, se ha observado que ciertos PCBs generan una 

disminución de la capacidad fagocítica de los granulocitos en orcas y osos polares, así como 

un descenso en la viabilidad linfocitaria y su capacidad proliferativa (Desforges et al 2017). 

Los PCBs también se han relacionado con disminuciones en la actividad de las células NK en 

leones marinos californianos (Peñín et al., 2018). También en orcas se observó una reducción 

en la capacidad fagocítica tras la exposición in vitro de sus leucocitos a pesticidas 

organoclorados (OCPs) (Desforges et al 2017). Determinados metales pesados como el 

mercurio (Hg) y el cadmio (Cd) pueden generar una considerable disminución en la viabilidad 

de los leucocitos en delfines mulares, así como una disminución en la proliferación de 

linfocitos ante ciertos mitógenos y en la capacidad fagocítica de los granulocitos (Cámara-

Pellissó et al., 2008). Por otro lado, la tributiltina y algunos de sus metabolitos, en especial la 

dibutiltina, alteran la función de los leucocitos en focas vitulinas. La dibutiltina induce una 

importante reducción en la funcionalidad de los fagocitos, linfocitos B y células NK en esta 

especie (Frouin et al., 2008). Las nanopartículas de plata procedentes de las industrias textil 

y cosmética también pueden generar alteraciones a nivel linfocitario en delfines mulares, 

tales como un potenciamiento de la apoptosis de estas células o una disminución en su 

capacidad proliferativa (Li et al., 2018). 

Como es evidente, los seres humanos también están expuestos a estos contaminantes a 

través del consumo de pescado, especialmente de los peces que se encuentran en posiciones 
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superiores en la cadena alimentaria, por el proceso de biomagnificación. El contaminante 

que se encuentra a mayores niveles en el pescado que consumimos es el metilmercurio, que 

a elevadas dosis puede producir daños neurológicos y renales, así como alteraciones del 

desarrollo fetal. Por esto, la Agencia de Protección Ambiental (EPA) recomienda que las 

mujeres gestantes no ingieran pescado de las especies más propensas a la contaminación, 

como el atún, el lucio, el pez espada o las especies pequeñas de tiburones, que según la 

Agencia Española de Seguridad Alimentaria y Nutrición (AESAN) son las especies que más 

bioacumulan este compuesto. 

1.4.2 Bycatch. 

El aumento en la esperanza de vida humana está provocando un crecimiento sin precedentes 

en la población, lo que implica un aumento en la demanda de ciertos recursos, entre los que 

se encuentra el pescado. Para cubrir esta demanda, la pesca ha tenido que industrializarse y 

expandirse a nuevas zonas, alterando muchas áreas del ecosistema marino y 

sobreexplotando algunas poblaciones de peces, llegando incluso a agotarlas (DeMaster et al., 

2001). Según el Informe de Evaluación Mundial del IPBES de 2019, actualmente el 33% de la 

población total de peces está sobreexplotada y más del 55% del océano está siendo sujeto 

de la pesca industrial. Esto ha tenido como consecuencia el desplazamiento de los pesqueros 

en busca de nuevas poblaciones de peces, resultando en un aumento en las interacciones 

entre mamíferos marinos y pescadores, que compiten por los mismos recursos (Read et al., 

2005). En ocasiones, los mamíferos marinos entran en contacto directo con las redes de pesca 

(Beverton, 1985) y son capturados por ellas (Figura 7), siendo posteriormente liberados al 

mar en el proceso conocido como bycatch (Alverson et al., 1994).  

 

 

 

 

 

Figura 7. (A) 

Diferentes artes de 

pesca en las que 

pueden enredarse 

los mamíferos 

marinos. (B) Leones 

marinos atrapados 

en redes de pesca. 
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El bycatch produce serias lesiones e incluso la muerte en los mamíferos marinos, afectando 

a la demografía de estas especies en algunas zonas del mundo (Reeves et al., 2003) e incluso 

poniéndolas en peligro de extinción en algunos casos (Reeves et al., 2020). Cuantificar el 

número de mamíferos marinos afectados por este problema es complicado, sobre todo 

teniendo en cuenta que la mayoría de los pescadores no dan parte de estos incidentes. Sin 

embargo, existen algunos datos que pueden ser orientativos. Si nos centramos en España, 

sólo en Galicia se registraron 394 delfines comunes víctimas del bycatch en un año 

(Fernández-Contreras et al., 2010), mientras que en un estudio realizado en el Mar de 

Alborán, se estimó que de 3000 a 4000 delfines son capturados anualmente en ese área. Esto 

implica que en un solo año el 10% de la población de delfines del Mar de Alborán son víctimas 

del bycatch, suponiendo un gran riesgo para la supervivencia de la especie en esta zona. En 

este mismo estudio se estimó que en todo el estrecho de Gibraltar, y teniendo en cuenta 

todas las flotas pesqueras, las cifras son mucho más alarmantes, superando los 10000 

delfines que padecen interacción con las artes de pesca anualmente (Tudela et al., 2004). 

Algunas de las soluciones que se proponen para contrarrestar el problema del bycatch en 

animales marinos son la modificación de las redes de pesca por nuevos sistemas menos 

peligrosos para la fauna marina o la clausura de algunos espacios marítimos a los barcos 

pesqueros (Tulloch et al., 2019). 

Los cetáceos víctimas de bycatch suelen quedar enredados en las redes bajo el agua, 

acabando asfixiados al no poder salir a la superficie a respirar. En sus intentos por escapar de 

las redes se lesionan sufriendo hemorragias y fracturas e incluso a veces amputaciones 

(Dolman y Brakes, 2018). Si bien los mamíferos marinos están adaptados anatómica y 

fisiológicamente para no sufrir la enfermedad descompresiva en condiciones normales, sus 

mecanismos adaptativos pueden verse anulados en situaciones muy estresantes. Algunos de 

estos mecanismos son: la capacidad de colapsar los alveolos bloqueando el intercambio de 

gases en profundidad, una menor capacidad pulmonar, la presencia de vías respiratorias 

reforzadas para almacenar aire durante el buceo y recuperarlo gradualmente en el ascenso 

a la superficie, disminución de la frecuencia cardíaca durante el buceo, presencia de shunts 

arterio-venosos o esfínteres mieloelásticos a nivel alveolar, o el mayor contenido en  

hemoglobina y mioglobina en la sangre y la masa muscular respectivamente.  

Al quedar atrapados en las redes de pesca, los animales sufren una fuerte respuesta de estrés 

acompañada de la liberación de hormonas como la adrenalina, que provoca que algunos de 
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estos mecanismos adaptativos, como el cierre del esfínter respiratorio, fallen y se produzca 

el intercambio de gases en profundidad desencadenando la embolia gaseosa (García-Párraga 

et al., 2018). Si los animales han sufrido embolia gaseosa severa acaban muriendo y 

apareciendo varados en las costas. La ausencia de bacterias o cambios autolíticos son indicios 

histológicos de que las burbujas de gas se formaron a causa de este síndrome y no post-

mortem (Moore et al., 2009).  

En los seres humanos la enfermedad descompresiva afecta principalmente a los buceadores, 

debido a los cambios bruscos de presión a los que están sometidos al descender a elevadas 

profundidades y posteriormente ascender a la superficie. En la enfermedad descompresiva, 

el nitrógeno solubilizado en la sangre y los tejidos a altas presiones forma burbujas al 

disminuir rápidamente la presión ambiente. Este síndrome puede cursar con síntomas como 

el dolor muscular y articular o la fatiga, sin embargo, se ha demostrado que incluso en los 

buceadores asintomáticos existe un aumento en el nivel de micropartículas celulares en 

sangre, principalmente las portadoras de las siguientes proteínas: CD41, CD31, CD66b, CD142 

y CD235 (Thom et al.,2015). Las micropartículas son vesículas derivadas de las membranas 

celulares con diámetros de entre 0,1µm y 1µm. Se ha demostrado que los niveles de 

micropartículas en sangre son de 2,4 a 11,7 veces mayores en buzos que padecen síntomas 

de enfermedad descompresiva que en los individuos asintomáticos, así como un aumento en 

la activación de los neutrófilos en las personas que presentaban el síndrome (Thom et 

al.,2015).  Así pues, las micropartículas celulares son un indicador importante en el 

diagnóstico y posterior monitorización de la evolución de la enfermedad descompresiva en 

humanos. De hecho, se ha observado que, al tratar la enfermedad descompresiva, la 

disminución en la producción de micropartículas ocurre de forma proporcional a la remisión 

de la enfermedad (Madden et al., 2014). 

1.4.3 Contaminación acústica. 

En el medio acuático, el sonido viaja más fácilmente que la luz (Urick, 1983), por lo que los 

mamíferos marinos obtienen mucha información de su entorno a partir de la audición, siendo 

este un sentido muy importante en comportamientos como la búsqueda de alimento, la 

huida de depredadores y la comunicación con el resto del grupo. 

Durante las últimas décadas, el extenso tráfico marítimo, las actividades militares o las 

instalaciones mar adentro para extracción de petróleo o gas están aumentando los niveles 
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de sonido en el entorno marino, pudiendo afectar el comportamiento e incluso la capacidad 

auditiva de los animales que en él habitan (Wright et al., 2007). Puesto que la introducción 

de sonido antropogénico en el medio marino es históricamente reciente, comenzando de 

forma importante hace cien años, desconocemos las consecuencias a corto, medio y largo 

plazo en el ecosistema marino. 

Las embarcaciones modernas pueden llegar a alcanzar altas frecuencias (hasta 44.8 kHz) que 

llegan a atravesar distancias de hasta 700 metros en el mar (Aguilar-Soto et al., 2006). En 

muchas ocasiones, el sonido generado por la acción del hombre en los mares se solapa o 

supera al que emiten los mamíferos marinos para comunicarse u orientarse, produciendo lo 

que se conoce como enmascaramiento auditivo. Las vocalizaciones de los mamíferos marinos 

se encuentran en un rango de entre 20 Hz y 20 KHz (Richardson et al., 1995), y los clicks que 

emiten durante la ecolocalización presentan su pico en el rango de 30 a 60 KHz (O’Brien et 

al.,2016). Así pues, los sonidos de procedencia humana perjudican indudablemente la 

comunicación, reproducción y obtención de alimentos en estas especies, lo cual es un 

potencial factor estresante para ellas. 

Se ha demostrado la relación entre las exposiciones a sonidos antropogénicos con la 

aparición de indicadores de estrés en estas especies. En delfines, se han observado cambios 

en el ritmo cardíaco como respuesta a exposiciones sonoras (Miksis-Olds et al., 2007). En otro 

estudio se detectó un aumento en las hormonas de estrés en belugas (noradrenalina, 

adrenalina y dopamina) ante la elevación artificial del sonido ambiente (Romano et al., 2004). 

Además, se han observado numerosos comportamientos indicativos de estrés en animales 

expuestos a altos niveles de ruido en el mar, incluso a distancias de 50 m del barco. Entre 

dichos comportamientos se encuentran cambios en las vocalizaciones (con aumento de las 

frecuencias normales de emisión), reducción de la actividad de comunicación entre ellos 

(Jensen et al., 2009) e incluso cese de emisión de sonidos en delfines mulares (Buckstaff, 

2004), orcas (Foote et al., 2004), belugas (Lesage et al., 1999) y calderones (Rendell et 

al.,1999).  

En poblaciones de orcas (Williams et al., 2006) y delfines comunes (Stockin et al., 2008), se 

han observado alteraciones en los patrones migratorios (Richardson et al., 1990; Malme et 

al., 1984) e interrupciones en la alimentación por la presencia de barcos. Se han detectado 

alteraciones tanto en el buceo, realizando inmersiones más prolongadas para evitar barcos 
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de recreo (Evans et al.,1992), como en la velocidad de nado y en comportamientos 

relacionados con la reproducción (Wright et al., 2007).  

En ocasiones, algunos individuos han sufrido traumas acústicos con pérdida de audición 

reversible o irreversible (André et al., 2009) y varamientos masivos en zonas con una elevada 

contaminación acústica (Weilgart, 2007; Wright et al., 2007). En este último caso, los 

varamientos masivos de zifios (cetáceos similares a los delfines) apenas unas horas o días 

después de la utilización de sónares en maniobras navales militares en la misma zona 

marítima ha sido uno de los ejemplos más evidentes de la contaminación acústica en el mar, 

siendo la embolia gaseosa la principal causa de muerte en estos animales (Fernández et al., 

2005; Jepson et al., 2003). Los zifios, normalmente bucean a altas profundidades, 

exceptuando los momentos en que deben emerger a respirar (Tyack et al., 2006). Se cree 

que, ante estos altos niveles de sonido, los animales percibieron una amenaza y presentaron 

una respuesta de estrés agudo, sufriendo como consecuencia la enfermedad descompresiva. 

Otra posible explicación es que el propio sonido de las maniobras militares pudiera generar 

la formación de burbujas de nitrógeno en sangre mediante un proceso denominado “difusión 

rectificada”. En el 75% de estos animales se detectaron cúmulos proteicos intracelulares de 

proteínas de fase aguda (PFA) en hígado (Wright et al., 2007), lo cual puede ser indicativo de 

una respuesta de estrés agudo. Ya en otras ocasiones se han observado estos aglomerados 

en el hígado de marsopas víctimas de la pesca accidental (Godinho et al., 2006). 

Por todo ello, podemos concluir que existe una relación directa entre la contaminación 

acústica en el mar con la aparición de estrés agudo o crónico en mamíferos marinos. Como 

es sabido, el estrés puede generar alteraciones en la función inmunitaria y desequilibrios 

hormonales (André et al., 2009) que pueden predisponer a los animales a padecer ciertas 

enfermedades. 

1.4.4 Calentamiento global. 

La emisión de gases de efecto invernadero (GEI) es la principal causa del aumento de la 

temperatura en el planeta. Aproximadamente, el 80% de las emisiones de GEI son de dióxido 

de carbono (CO2), el cual procede de la quema de combustibles fósiles, como el carbón, el 

gas natural o el petróleo, así como de la combustión de materiales biológicos o químicos. A 

éstos le sigue el metano (CH4), que supone alrededor del 10% de las emisiones y procede del 

transporte y la producción de combustibles fósiles, así como de la práctica ganadera y 
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agrícola. El 5% de las emisiones de efecto invernadero se componen de óxido nitroso (N2O), 

el cual se genera durante el tratamiento de aguas residuales, actividades agrícolas e 

industriales y tras la combustión de combustibles fósiles. Por último, y en menor proporción, 

algunos gases fluorados o el vapor de agua, entre otros, también pueden desencadenar este 

proceso (Figura 8 A). El transporte, la generación eléctrica y las actividades industriales son 

los principales productores de estos gases (Ministerio para la Transición Ecológica, 2019; 

Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos, 2019).  

El comportamiento de los gases de efecto invernadero consiste en dejar pasar la radiación 

del sol a través de ellos, pero no dejar escapar las radiaciones infrarrojas devueltas por la 

superficie terrestre, absorbiéndolas y calentando progresivamente la superficie del planeta y 

las capas bajas de la atmósfera (AEC, 2019) (Figura 8 B). 

 

 

 

 

 

 

 

El calentamiento global se inició con la era industrial, pero solo recientemente ha 

sobrepasado el rango de variabilidad natural (Trusel et al., 2018). La temperatura global se 

está incrementando de forma exponencial. Durante los últimos treinta años, la temperatura 

ha aumentado a una media de 0,2ºC por década. Como consecuencia, el nivel del mar ha 

aumentado entre 16 y 21 cm desde el año 1900, acelerándose este fenómeno durante las 

últimas décadas, en las que ha aumentado a razón de más de 3 mm por año (Díaz et al., 2019). 

Se cree que, si no se adoptan las medidas consensuadas en el Acuerdo Climático de París del 

Figura 8. (A) Proporción de las emisiones de gases de efecto invernadero a nivel global.  

(B)Representación de las fases del efecto invernadero. 
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año 2017, en el cual se estipuló limitar el calentamiento global a 2ºC sobre los niveles pre-

industriales, en el año 2030 podría derretirse todo el hielo del Océano Ártico durante los 

meses más cálidos del año (Rosen, 2017). Puesto que el hielo del mar ayuda a enfriar el 

planeta reflejando la luz solar y previniendo la absorción de calor por parte del océano Ártico, 

su desaparición supondría alteraciones en el clima de todo el globo terráqueo. Incluso 

cumpliendo con dicha restricción, el hielo del Antártico y de Groenlandia seguiría perdiendo 

masa los próximos cien años a la misma velocidad o incluso más rápido que en las últimas 

décadas, debido a la respuesta no-linear del deshielo frente al calentamiento global (Pattyn 

et al.,2018; Trusel et al.,2018). Según análisis estratigráficos de los núcleos de hielo de 

Groenlandia, la magnitud del deshielo en este área durante los últimos 350 años es 

excepcional (Trusel et al., 2018).  

Estos cambios tienen consecuencias en la biodiversidad, provocando cambios en la 

distribución de las especies, la dinámica de poblaciones y en la funcionalidad de los 

ecosistemas. Los mamíferos marinos que habitan en las zonas polares son valiosos 

bioindicadores del medio en el que viven, debido a su posición apical en la cadena trófica, y 

son consideradas especies centinela para el estudio de los efectos del cambio climático en 

estas áreas.  

El aumento de las temperaturas desencadena el deshielo de los polos y por tanto el aumento 

en el nivel del mar, generando cambios en las características, frecuencia y distribución de las 

presas de los mamíferos marinos (Perry et al., 2005). Esto implica que los mamíferos deban 

introducir cambios en sus conductas de búsqueda de alimento, que pueden implicar un 

aumento en la duración y la distancia recorrida hasta encontrar suficientes presas, o en la 

necesidad de bucear a mayores profundidades, aumentando la duración de las inmersiones 

entre respiraciones (Martin y Smith, 1999). Lamentablemente, ya se están produciendo estos 

efectos en algunas especies. Uno de los casos más claros es el de los osos polares, que 

caminan largas distancias en busca de alimento, llegando incluso a acceder a zonas habitadas 

por humanos.  

El aumento en la emisión de gases de efecto invernadero está causando la acidificación de 

los océanos, que absorben dióxido de carbono de la atmósfera (AMAP, 2013). Esta reducción 

en el pH del agua es particularmente notable en el Ártico (AMAP,2013) y podría llegar a 
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afectar a la supervivencia de ciertos organismos, como los invertebrados calcificados, que 

son la principal dieta de las morsas (Kovacs et al., 2015).  

Por otro lado, los bloques de hielo marinos son también lugares de reposo para diferentes 

especies animales, de manera que la reducción o desaparición de estas plataformas obliga a 

estas especies a buscar nuevos lugares de descanso. Un ejemplo claro es el caso de la 

población de morsas de la costa del mar de Chuckchi, situado entre Alaska y Siberia, que 

desde 2007 descansan en las playas de la zona durante la época estival, en lugar de hacerlo 

en el hielo marino, debido a que este se retrae muy notablemente durante estos meses 

(MacCracken, 2012). Los cambios en el ecosistema conllevan también la sustitución de 

determinadas especies habituadas al hielo por especies que viven en mar abierto, como es el 

caso del plancton, que está comenzando a reemplazar a las algas que crecen en el hielo del 

Ártico (Rosen, 2017).  

Todos estos cambios en el ecosistema obligan por tanto a los mamíferos marinos a cambiar 

sus comportamientos naturales, modificando sus conductas de caza e incluso su ubicación 

debido a la desaparición de las plataformas de hielo. Es lógico pensar que estos cambios 

pueden generar estrés crónico en estas especies y, por tanto, como consecuencia, 

posiblemente alteraciones a nivel inmunitario. Para contrarrestar los efectos del cambio 

climático, algunos investigadores han propuesto técnicas de geoingeniería para enfriar el 

planeta y evitar el deshielo, como son emitir partículas flotantes de color claro para reflejar 

la luz solar en el Ártico o la utilización de bombas eólicas para llevar agua a la superficie 

durante el invierno y congelarla artificialmente. Si embargo, la mayoría duda de los beneficios 

reales de estas técnicas, ya que supondrían inmensos esfuerzos y posiblemente la circulación 

del planeta compensaría este leve enfriamiento con más vientos calientes. Todos los expertos 

coinciden en que la única solución permanente posible es la reducción en la emisión de los 

gases de efecto invernadero (Rosen, 2017). 

Así pues, la influencia del ser humano sobre el ecosistema marino deriva en la 

bioacumulación de contaminantes en los organismos acuáticos, así como en la aparición de 

procesos de estrés o de patologías relacionadas directa o indirectamente con la acción del 

hombre. Ejemplo de ello son la embolia gaseosa resultante del bycatch o la contaminación 

acústica o las infecciones derivadas de la inmunosupresión de los animales, la cual puede 

tener su origen en la exposición a ciertos xenobióticos o en el estrés crónico o agudo. 
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2. El sistema inmunitario y la hemostasia en mamíferos marinos: Relevancia 

en estudios de toxicidad y en el control sanitario de animales en cautividad. 

2.1. El sistema inmunitario y sus respuestas. 

El sistema inmunitario es el conjunto de estructuras y procesos biológicos que defiende al 

organismo de agresiones externas, ya sean de naturaleza biológica o físico-química o incluso 

de agresiones internas, en el caso de las células cancerosas. Este sistema está compuesto por 

elementos formes (células, tejidos y órganos) y elementos solubles (proteínas y moléculas 

pequeñas), que definen varias barreras defensivas frente a la entrada de agentes patógenos 

en el organismo.  

En primer lugar, las barreras físicas, como la piel o las mucosas, son la primera línea de 

defensa frente a los invasores microbianos. A ellas, se añaden los mecanismos de 

autolimpieza, como la tos, los estornudos y el flujo mucoso en el sistema respiratorio, el 

vómito y la diarrea en el sistema digestivo o la orina en el sistema urinario. Además, tanto en 

la piel como en el tracto digestivo existe una microbiota fisiológica y bien adaptada que 

excluye por competición a los microorganismos exógenos (Tizard, 2009 a). 

La segunda barrera defensiva es la inmunidad innata, que abarca todos los mecanismos 

bioquímicos o celulares de respuesta rápida frente a la entrada de microorganismos 

patógenos. La velocidad en su actuación se debe a que la respuesta se lleva a cabo por células 

y moléculas que están presentes de manera constante en los líquidos biológicos. Se trata de 

una respuesta inespecífica, ya que actúa de la misma manera ante cualquier agente y no 

presenta mecanismos de memoria.  Esta inmunidad se basa en las diferencias fisico-químicas 

entre los patógenos y los componentes normales del organismo (Tizard, 2009 a). 

La última barrera defensiva es la inmunidad adquirida o específica, que es el sistema de 

defensa que reconoce y destruye a los patógenos y aprende de este proceso desarrollando 

una memoria, gracias a la cual, si el organismo vuelve a enfrentarse con el mismo 

microorganismo, el sistema inmunitario específico lo destruirá con mayor eficiencia y 

velocidad. 
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2.1.1.  Respuesta inmunitaria innata 

Ante una invasión microbiana se pueden generar dos tipos de señales, tras las cuales se activa 

la inflamación. Por un lado, los patrones moleculares asociados con los microorganismos 

invasores (PAMP) y por otro, las alarminas, moléculas liberadas tras la lesión o la muerte 

celular durante el daño tisular.  

Los PAMP son moléculas conservadas que se expresan en muchos tipos de microorganismos 

y son reconocidos por determinados receptores (PRR) presentes en células centinela como 

los macrófagos, eosinófilos, células epiteliales del tracto respiratorio o intestinal, células 

dendríticas y mastocitos, que se localizan en superficies corporales o en zonas próximas. Los 

PRR más importantes son los receptores de tipo Toll (TLR), que pueden ser extracelulares 

(TLR 2, 4 y 5), que reconocen proteínas, lipoproteínas y lipopolisacáridos microbianos;  o 

intracelulares (TLR 3,7 y 9), que reconocen ácidos nucleicos virales. Otros receptores 

importantes que cabe destacar son los receptores tipo NOD (NLR), normalmente implicados 

en detectar virus o bacterias intracelulares, ya que reconocen PAMP intracelulares. (Tizard , 

2009b) (Figura 9 A). 

Cuando el receptor de la célula centinela se une al PAMP, se produce una señal en la célula 

que resulta en la liberación de citoquinas y otras moléculas que promueven la respuesta 

inflamatoria (Figura 9 B). Entre las proteínas más importantes que se liberan, hay citoquinas 

como las interleuquinas IL-1 e IL-6 o el factor de necrosis tumoral (TNFα), que poseen 

propiedades vasoactivas y quimiotácticas. También se expresan enzimas como la óxido 

nítrico sintasa 2 (NOS2), que genera óxido nítrico y otras sustancias oxidantes, o la 

ciclooxigenasa 2 (COX-2) que produce lípidos inflamatorios, leucotrienos y prostaglandinas, 

que despeñan un papel importante en la inflamación, potenciando la vasodilatación y el 

aumento en la permeabilidad vascular.  

Algunos tipos celulares, como los macrófagos o monocitos, liberan también quimioquinas, 

para inducir la migración celular hacia la zona de inflamación. Algunas de estas moléculas son 

capaces de activar los nociceptores generando dolor y provocando que los nervios de la zona 

liberen péptidos bioactivos (Tizard, 2009 b; León-Regal et al., 2016). Los mastocitos liberan 

histamina y el propio tejido lesionado también produce otras moléculas vasoactivas de 

naturaleza lipídica o proteica, que actúan sobre los vasos sanguíneos incrementando el flujo 

de sangre a través de los capilares y facilitando la interacción de neutrófilos y monocitos con 
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el endotelio vascular (León-Regal et al., 2016). En la Tabla 1 se detalla la función de algunos 

de los principales mediadores químicos de la inflamación. 

Por su parte, los productos liberados por el patógeno o las alarminas activan la expresión de 

la glicoproteína selectina-P (CD62-P) en las células endoteliales de los capilares. La selectina-

L (CD62-L), de la membrana de neutrófilos y monocitos circulantes, se une de forma 

transitoria a la CD62-P del endotelio, ralentizando el flujo de estas células en la zona 

lesionada. Mientras la célula fagocítica rueda sobre el endotelio, las células endoteliales 

secretan el factor de activación plaquetario (PAF), que activa a los neutrófilos para expresar 

la integrina CD11a/CD18 (LFA-1), molécula de adhesión que potencia la unión fuerte entre 

los neutrófilos y la molécula de adhesión intercelular-1 del endotelio (ICAM-1), 

paralizándolos por completo (Figura 10). 

Mediador químico Función 

Citoquinas (IL-1, IL-6, TNFα…) Activación del endotelio y quimiotaxis 

Óxido nítrico Citotoxicidad, vasodilatación y aumento de la 

permeabilidad vascular. 

Especies reactivas de oxígeno (ROS) Aumento de la permeabilidad vascular y daño 

endotelial y tisular. 

Factor de activación plaquetario (PAF) Aumento de permeabilidad vascular y adhesión 

leucocitaria al endotelio. 

Prostaglandinas Vasodilatación y activación de nociceptores y 

otros mediadores químicos de la inflamación. 

Leucotrienos B4 Activación leucocitaria, quimiotaxis y adhesión. 

Leucotrienos C4, D4, E4 Aumento de la permeabilidad vascular. 

Productos del sistema de complemento (C3a, 

C5a…). 

Aumento de la permeabilidad vascular 

Histamina Aumento de la permeabilidad vascular. 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Mediadores químicos de la inflamación y su función. 
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Figura 9. (A) Activación de las células inmunitarias mediante la unión de sus receptores 

al PAMP del patógeno o mediante la acción de las alarminas. (B) Liberación de 

citoquinas y moléculas proinflamatorias. 
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En el caso de los monocitos, estos expresan integrinas de tipo β2, que se unen a la ICAM-

endotelial. Los compuestos quimioatrayentes procedentes del tejido infectado y lesionado 

atraen a los neutrófilos y monocitos hacia el tejido, introduciéndose entre las células 

endoteliales en el proceso conocido como diapédesis, hasta llegar al tejido infectado (Figura 

11). Los monocitos tardan más tiempo en llegar que los neutrófilos, y una vez allí maduran 

transformándose en macrófagos (Tizard, 2009 c). 

También se desencadena una vasodilatación que promueve la llegada a la zona de más 

células inmunitarias capaces de destruir al patógeno, con el fin último de evitar la 

diseminación de la infección al resto del organismo. Esta vasodilatación lleva a un aumento 

en la permeabilidad vascular, que facilita el paso de neutrófilos y monocitos a la zona 

afectada y la extravasación del plasma, causando el edema característico. La vasodilatación 

y el aumento en el flujo sanguíneo en la zona afectada tienen también como consecuencia el 

enrojecimiento y el calor característicos de la zona inflamada (León-Regal et al., 2016) (Figura 

12).   

Figura 10. Rodadura de los neutrófilos por el endotelio y adhesión. 
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Figura 11. Proceso de diapedésis. 

Figura 12. Vasodilatación, aumento del flujo sanguíneo, enrojecimiento y edema característicos del 

proceso de inflamación. 
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Una vez que los neutrófilos y macrófagos se localizan en el tejido afectado, las integrinas de 

la matriz extracelular, el TNFα liberado por las células inmunitarias activadas en la zona 

dañada y otros agentes quimiotácticos, como CXCL8 (precursor de la IL-8) o C5a, activan a los 

fagocitos. Las células activadas liberan elastasa, defensina y moléculas oxidantes con los que 

potencian la adhesividad al patógeno y la generación de más TNFα, que actuará como agente 

quimiotáctico. Los agentes quimiotácticos producidos por las células inmunes que actúan en 

la zona o por el propio patógeno, atraen a los fagocitos hacia los lugares de invasión con 

mayor concentración en estas moléculas. Para desplazarse hacia esas zonas, éstos emiten 

proyecciones de su membrana denominadas lamelipodios. Los macrófagos son capaces de 

secretar colagenasas que destruyen el tejido conjuntivo, desorganizando la matriz 

extracelular para penetrar mejor en el tejido lesionado (Figura 13).  

Figura 13. Proceso de activación de la célula fagocítica en el espacio extracelular, quimiotaxis y 

adhesión al patógeno. 
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Una vez que el fagocito localiza al patógeno debe unirse a él. Las bacterias y las células suelen 

estar cargadas negativamente, por lo que se repelen, de manera que para que se produzca 

la adherencia en estos casos deben intervenir moléculas cargadas positivamente que 

neutralicen la carga negativa del patógeno. Estas moléculas son las opsoninas, entre las 

cuales encontramos moléculas del sistema de complemento o algunos anticuerpos (Hiemstra 

y Daha, 1998) (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

Los receptores de membrana de las células fagocíticas pueden reconocer a sus ligandos en la 

superficie del agente infeccioso o a las opsoninas que lo recubren.  Tras la adhesión del 

fagocito al patógeno, se estimula la polimerización de la actina F que tiene como resultado la 

formación de lamelipodios capaces de englobar al patógeno hasta retenerlo en una vacuola 

denominada fagosoma (Figura 15 A).  

La destrucción del patógeno se produce a través de dos procesos principales: la liberación de 

enzimas líticas desde los gránulos intracelulares del granulocito y el estallido respiratorio. Los 

lisosomas presentes en las células fagocíticas son vacuolas intracelulares con enzimas en su 

interior. Durante la fagocitosis el fagosoma y el lisosoma se fusionan formando el 

fagolisosoma, donde las enzimas lisosomales como lisozimas, proteasas, hidrolasas ácidas y 

mieloperoxidasa digieren las paredes bacterianas y comienzan a destruir al patógeno. Cabe 

destacar que las células inmunes contienen también péptidos capaces de formar poros en la 

membrana del patógeno que acaban por destruirlo. En ocasiones, estos péptidos se pueden 

encontrar también en el espacio extracelular (Figura 15 A) (Verhoef, 1998; Tizard, 2009 c). 

 

Figura 14. Proceso de opsonización. 
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En el fagolisosoma tiene lugar también el estallido respiratorio. La enzima NADPH oxidasa 

(NOX) es un complejo enzimático en la superficie celular cuyos componentes están separados 

en las células en reposo, sin embargo, con la activación del fagocito se unen ensamblando 

NOX (Figura 15 B) (Arango-Rincón et al., 2010). Este complejo transforma el NADPH en NADP+ 

liberando electrones, que son captados por el oxígeno generando anión superóxido. Por su 

parte el NADP+ acelera la vía de la hexosa monofosfato donde se transforma la glucosa en 

Figura 15. (A) Resumen del proceso de fagocitosis: Ingestión del patógeno, 

formación del fagolisosoma, destrucción del patógeno y eliminación de los restos 

por exocitosis. (B) Formación de la NADPH oxidasa por el ensamblaje de sus 

componentes  durante la activación celular. 

https://www.researchgate.net/figure/

Principles-of-phagocytosis-The-

bacteria-are-recognized-by-surface-

receptors-on-a_fig2_267861146. 20 

(Arango-Rincón J.C, et al., 2010) 

https://www.researchgate.net/figure/Principles-of-phagocytosis-The-bacteria-are-recognized-by-surface-receptors-on-a_fig2_267861146
https://www.researchgate.net/figure/Principles-of-phagocytosis-The-bacteria-are-recognized-by-surface-receptors-on-a_fig2_267861146
https://www.researchgate.net/figure/Principles-of-phagocytosis-The-bacteria-are-recognized-by-surface-receptors-on-a_fig2_267861146
https://www.researchgate.net/figure/Principles-of-phagocytosis-The-bacteria-are-recognized-by-surface-receptors-on-a_fig2_267861146
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pentosa y CO2, generando energía. El anión superóxido se transforma en peróxido de 

hidrógeno por la acción de la enzima superóxido dismutasa (SOD), y posteriormente el 

peróxido de hidrógeno reacciona a través de la mieloperoxidasa (MPO) con iones halógenos 

intracelulares, principalmente el cloro, dando como resultado el ión hipoclorito. Este ión 

destruye a los patógenos mediante la oxidación de sus proteínas y lípidos e intensifica las 

propiedades bactericidas de las enzimas del lisosoma (Figura 16). Pare evitar daños a la 

propia célula, los neutrófilos poseen sistemas protectores frente a los radicales libres de 

oxigeno, como el glutatión, el ascorbato, el hierro o la vitamina E (Tizard, 2009 c).  

Los macrófagos actúan de 

manera más lenta que los 

neutrófilos y llegan más tarde a la 

zona de lesión, pero su respuesta 

frente al patógeno es más 

efectiva y repetitiva, pudiendo 

fagocitar más de una vez. Los 

neutrófilos, al contrario, llegan 

rápidamente a la zona lesionada, 

pero solo son capaces de 

fagocitar una vez, tras lo cual 

mueren y sus restos actúan como 

agentes quimiotácticos para atraer a más neutrófilos y macrófagos a la zona. Además, los 

macrófagos estimulan la respuesta inmunitaria adquirida, mientras que los neutrófilos no son 

capaces de hacerlo. Al finalizar el proceso de fagocitosis, los macrófagos contribuyen a la 

reparación del tejido dañado, fagocitando las células dañadas, rotas o muertas. 

2.1.2.  Respuesta inmunitaria adquirida. 

Para que la inmunidad adquirida se active es indispensable la acción de las células 

presentadoras de antígeno. Éstas son, fundamentalmente, las células dendríticas, los 

macrófagos y los linfocitos B, siendo las primeras las más eficaces. Estas células se encuentran 

en los tejidos superficiales del organismo de forma natural, siendo las primeras células en 

detectar la entrada del patógeno y actuar contra él. Las células dendríticas están 

especializadas en capturar antígenos extraños, fragmentarlos en su interior mediante 

Figura 16. Fases del estallido respiratorio. 

https://bioquochem.com/respiratory-burst-activity/27 april/2021  

https://bioquochem.com/respiratory-burst-activity/27%20april/2021
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proteólisis y exponer los fragmentos en la superficie celular sobre las moléculas de 

histocompatibilidad tipo II. De este modo, las células dendríticas se dirigen y presentan el 

antígeno a los linfocitos T cooperadores, normalmente localizados en sangre, ganglios, 

nódulos linfáticos y mucosas, que lo reconocen y activan la respuesta inmunitaria adquirida 

(Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los macrófagos también son células presentadoras de antígeno, pero su eficacia es menor 

debido a que fagocitan y destruyen a los antígenos en su interior y no son capaces de activar 

a los linfocitos T vírgenes, es decir, los linfocitos T que nunca han reconocido antes al 

antígeno. Los linfocitos B son células presentadoras de antígeno muy eficaces en respuestas 

inmunes secundarias, es decir, cuando el patógeno entra por segunda vez en el organismo o 

en veces sucesivas. Las células presentadoras de antígeno (CPA) son las únicas que pueden 

expresar las moléculas de histocompatibilidad tipo II (MHCII), mientras que todas las células 

nucleadas (incluyendo a las CPA), pueden expresar las moléculas de histocompatibilidad tipo 

I (MHCI), que presenta el antígeno a los linfocitos T citotóxicos (Abbas, 2012). 

Figura 17. Exposición de los antígenos peptídicos a través de la MHC II de una célula presentadora 

de antígeno. 
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Para entender la respuesta inmunitaria adquirida, se debe diferenciar correctamente los 

tipos de linfocitos que actúan en ella. Los linfocitos T colaboradores (Th) se encargan de 

regular la respuesta inmunitaria, mientras que los linfocitos T citotóxicos (Tc) destruyen 

células que presentan antígenos endógenos. Por su parte, los linfocitos B actúan en la defensa 

del organismo produciendo anticuerpos.  

La célula presentadora de antígeno presenta los péptidos antigénicos retenidos por la 

molécula de histocompatibilidad tipo II (MHC II) a los linfocitos T colaboradores (Th), que los 

va a reconocer con su receptor de unión al antígeno (TCR). Cada linfocito Th está recubierto 

con muchos receptores antigénicos (TCR) idénticos con una misma especificidad antigénica. 

Estos receptores se forman aleatoriamente y al azar, de manera que hay un gran repertorio 

de TCRs distintos, y el antígeno por probabilidad se unirá al menos a uno de estos TCRs 

presentes en los linfocitos de una misma clonalidad. Cuando el TCR del linfocito entra en 

contacto con los péptidos antigénicos la célula se activa, liberando citoquinas, principalmente 

IL-2, y expresando el receptor para IL-2, y comienza a proliferar. En su activación también es 

imprescindible la acción de citoquinas estimulantes, procedentes normalmente de las células 

que están actuando en la inmunidad innata. Cuando la estimulación se produce en un 

linfocito Th virgen, parte de los linfocitos generados en la proliferación son resistentes a la 

apoptosis y no poseen acción efectora, y sobrevivirán como células de memoria en el 

organismo por largo tiempo, para presentar una mejor respuesta inmune ante una segunda 

entrada del antígeno (Figura 18). 

Durante la proliferación de los linfocitos Th, éstos se diferencian en varios tipos de linfocitos 

Th, aunque dos de ellos son los más importantes. Por un lado, los Th1 son linfocitos efectores, 

que secretan IFNγ (activador de macrófagos) e IL-2  y estimulan la producción por los 

linfocitos B de IgG, que es opsonizante. También activa a los linfocitos T citotóxicos, 

potenciando por tanto la respuesta inmunitaria celular. Los linfocitos Th1 son estimulados 

por la IL-12, generada durante la respuesta inmunitaria innata (Figura 18).  

Por otro lado, los linfocitos Th también se pueden diferenciar en linfocitos Th2, que se activan 

por la acción de la IL-1, también sintetizada en la respuesta inmunitaria innata, o IL-4, y 

secretan IL-4, IL, 10 e IL-13 entre otras. Estas citoquinas intervienen en la activación de los 

linfocitos B para que liberen anticuerpos, estimulando por tanto la respuesta inmune 

humoral. También existen otros tipos de linfocitos Th como los Th17, que al activarse 
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secretan IL-17, una citoquina importante en la activación de los neutrófilos (Tizard, 2009 d) 

(Figura 18). 

Los linfocitos T citotóxicos (Tc) se pueden activar por la estimulación de los Th1, pero también 

pueden hacerlo a través de la presentación del antígeno a estas células por parte de 

moléculas de histocompatibilidad tipo I, presentes en todas las células nucleadas. De este 

modo, cualquier célula nucleada que presente el antígeno en su interior puede mostrarlo a 

los linfocitos Tc, que a través de su receptor TCR lo identifica y se activa. Tras la activación, el 

linfocito Tc libera IL-2, expresa el receptor para IL-2 y prolifera dando lugar a numerosos 

linfocitos Tc clonales, que acabarán liberando perforinas, que inducen la apoptosis de la 

célula infectada. 

 

Figura 18. Diferenciación de los Linfocitos Th en Th1 y Th2 y sus respectivas funciones. Funciones 

de los linfocitos B y T citotóxicos. 
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Por su parte, los linfocitos B pueden activarse por reconocimiento directo del antígeno 

mediante su receptor antigénico 

(BCR) o a través de la estimulación 

por los linfocitos Th2. En este caso, el 

linfocito B actúa como célula 

presentadora de antígeno y a través 

de moléculas MHCII expone péptidos 

antigénicos a linfocitos Th2, que al 

activarse liberan IL-4 entre otras 

citoquinas, las cuales activan a 

linfocitos B. En ambos casos, una vez 

activo, el linfocito B prolifera y se 

diferencia en células de memoria, 

que permanecerán almacenadas en 

los ganglios linfáticos, o en linfocitos 

B efectores, que tras la liberación de 

sus receptores BCR se transforman 

en células plasmáticas (Figura 19). 

Una vez liberados, los receptores BCR 

se denominan anticuerpos, y actuarán activando a células NK, neutrófilos o al sistema de 

complemento, así como uniéndose al antígeno para neutralizarlo u opsonizarlo (Tizard, 2009 

e). 

 

2.1.3.  Bioenergética de las células inmunitarias. 

La mitocondria es un orgánulo indispensable en el metabolismo energético de las células, 

siendo su principal función la producción de energía en forma de ATP mediante la 

fosforilación oxidativa. En este proceso intervienen una serie de complejos enzimáticos que 

forman la cadena transportadora de electrones (I, II, III, y IV) (Figura 19). Los electrones se 

transfieren a lo largo de la cadena transportadora generando energía, la cual se emplea para 

bombear protones desde la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembranoso, creando 

un gradiente electroquímico en la membrana interna mitocondrial. Debido a este gradiente, 

Figura 19. Proliferación y diferenciación de los linfocitos. 

B. 
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se genera un flujo de protones desde fuera hacia dentro de la matriz a través de la ATP sintasa 

(o complejo V), la cual aprovecha dicho flujo para formar moléculas de ATP a partir de ADP y 

fosfato inorgánico. 

Más concretamente, en el ciclo de Krebs se producen NADH y FADH2, que donan sus 

electrones al complejo I y II respectivamente. Los electrones son posteriormente 

transportados al complejo III por la coenzima Q, y del complejo III al IV por el citocromo C, 

generando el bombeo de protones a través de los complejos I, II y IV hacia el espacio 

intermembranoso (Figura 19). Al final de la cadena, el oxígeno recoge los electrones y capta 

protones del medio para formar agua. El gradiente electroquímico generado a través de la 

membrana interna, denominado potencial de membrana mitocondrial, es del orden de 180 

mV negativos con respecto al citosol, lo que supone una separación a través de la membrana 

interna de dos compartimentos con diferentes concentraciones de protones, habiendo por 

tanto una diferencia en la concentración y en la distribución de la carga a un lado y otro de 

la membrana. Esto genera una fuerza proton-motriz, que devuelve los protones a la matriz 

mitocondrial a través de la ATP sintasa, produciendo ATP (Stryer et al., 2004) (Figura 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 20. Proceso de fosforilación oxidativa mediante la cadena de 

transporte de electrones.   

Imagen modificada de "Fosforilación oxidativa: Figura 3", de Openstax College, Biología (CC BY 3,0). 
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 El ATP producido en la mitocondria se transfiere al citosol a través de porinas de la 

membrana externa mitocondrial denominadas VDAC (voltage-dependient anion channel). 

Durante el transporte mitocondrial de electrones se producen especies reactivas de oxígeno 

(ROS) en la mitocondria, siendo el principal lugar de producción el complejo III de la cadena 

respiratoria. Cada día se producen grandes cantidades de anión superóxido en la 

mitocondria, que a su vez es neutralizado por la enzima superóxido dismutasa dependiente 

de manganeso. 

Las mitocondrias tienen también un 

papel fundamental en la muerte 

celular programada. Cuando la 

mitocondria se expone a algún 

estímulo apoptótico se forma el 

poro de permeabilidad transitoria 

mitocondrial (PPTM), que conecta el 

citosol celular con la matriz 

mitocondrial. Este poro o canal, es 

un complejo multiproteico formado 

por la unión de proteínas 

citoplasmáticas (hexoquinasa), de la 

membrana externa (VDAC), de la 

membrana interna (ANT) y de la 

matriz mitocondrial (ciclofilina D), 

que en estado basal se encuentran 

separadas (Figura 21). Su apertura 

genera una disminución del potencial de membrana mitocondrial, y por tanto de la 

producción de ATP mediante la fosforilación oxidativa. Cuando la apertura del canal es 

sostenida en el tiempo, la mitocondria se hincha debido a la entrada de agua procedente del 

citosol, lo cual daña su membrana externa, liberándose así moléculas del espacio 

intermembranoso de la mitocondria al citoplasma celular. Algunas de las moléculas que 

viajan hacia el citosol tienen actividad proapoptótica, como el citocromo C, determinadas 

caspasas o el factor inductor de apoptosis (AIF), que una vez en el citosol activan diferentes 

rutas apoptóticas en la célula (Tornero et al., 2002). Por otro lado, la mitocondria también 

Figura 21. Componentes del poro de permeabilidad 

transitoria mitocondrial. 

(Tornero, et al., 2002) 
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presenta mecanismos de protección frente a la apoptosis, como son algunas proteínas de la 

familia Bcl. Ante una disfunción mitocondrial se puede producir una generación masiva de 

especies reactivas de oxígeno, que, a su vez, pueden desencadenar la muerte celular (Stryer 

et al., 2004). 

Así pues, como vemos, alteraciones en la funcionalidad o vitalidad celular pueden conllevar 

una disfunción mitocondrial, que en la mayoría de los casos irá acompañada de cambios en 

el potencial de membrana mitocondrial. Un ejemplo claro es el caso del efecto del triclosán 

en el alga verde Chlamydomonas reinhardtii. El triclosán es un antimicrobiano presente en 

muchos cosméticos de uso diario como las pastas dentífricas, los enjuagues bucales, jabones, 

cremas o desodorantes. A través de las aguas residuales, el triclosán alcanza el ecosistema 

marino y se acumula en los organismos que en él habitan. Se ha demostrado que este 

compuesto genera cambios importantes en la homeostasis del calcio intracelular y una 

superproducción de ROS en este alga verde, generando estrés oxidativo que desencadena 

daños en la membrana celular y mitocondrial y por tanto su despolarización, llegando 

finalmente a la apoptosis (Gonzalez-Pleiter et al., 2017). 

 

2.1.4.  La apoptosis como mecanismo regulador de la función inmunitaria. 

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada producida para el mantenimiento 

de la homeostasis en el organismo, aunque agentes exógenos, como determinados 

contaminantes pueden producir la activación de este proceso. Durante la apoptosis las 

células sufren cambios morfológicos en la membrana, se descondensan el núcleo y el 

citoplasma, y la cromatina nuclear se compacta y fragmenta. 

En las células sanas, los fosfolípidos de la membrana celular están distribuidos 

asimétricamente, presentándose en la monocapa externa fosfatidilcolina y esfingomielina, y 

en la monocapa interna fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositoles. 

Cuando las células entran en apoptosis, la membrana celular sufre una redistribución que 

expone la PS hacia la superficie externa de la membrana, cuando ésta aún permanece intacta. 

En estadíos más avanzados del proceso apotótico, la membrana se daña y deja de proteger 

el interior celular, dejando al descubierto sus estructuras. La PS es reconocida por los 

macrófagos, que fagocitarán a la célula apoptótica durante el daño tisular. 
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2.2. La funcionalidad plaquetaria y su papel en la hemostasia. 

Las plaquetas son fragmentos celulares anucleados, esenciales para el proceso de la 

hemostasia primaria. Provienen de la fragmentación de los megacariocitos, dando lugar a 

plaquetas reticuladas que tras madurar son liberadas al torrente sanguíneo como plaquetas, 

estructuras con forma discoide con aproximadamente un diámetro de 3 µm.  

2.2.1. Adhesión de la plaqueta a la matriz subendotelial. 

Cuando se produce una lesión vascular, queda expuesta la matriz subendotelial, donde se 

encuentran colágeno, fibronectina, laminina, vitronectina, trombospondina y factor de Von 

Willebrand (vWF), algunos de los agonistas plaquetarios principales. Además, como resultado 

de la lesión, se forman sustancias como trombina o factor de activación plaquetario, que 

también ejercen un efecto activador en las plaquetas. Algunas hormonas circulantes como 

adrenalina y vasopresina potencian dicha activación y las plaquetas ya activadas liberan más 

moléculas agonistas como ADP, tromboxanos A2 o serotonina. Por su parte, para 

contrarrestar esta fuerte respuesta de activación, las células endoteliales liberan inhibidores 

de la activación plaquetaria como óxido nítrico o prostaglandinas (PG) como la PGL2 

(Monteiro et al., 2001) (Figura 22).   

La adhesión a la matriz subendotelial es un proceso pasivo en el cual la plaqueta se une al 

colágeno y a otras moléculas de la matriz a través del complejo glicoproteico de membrana 

GPIa/IIa. Cuando el flujo sanguíneo presenta un alto coeficiente de cizallamiento, las 

plaquetas se unen al colágeno a través de su glicoproteína GPIb/IX/V, utilizando como ligando 

el vWF.  

Tras la adhesión a la matriz subendotelial y/o tras la unión de alguno de sus otros agonistas 

a su receptor de membrana en la plaqueta, las plaquetas se activan comenzando así el 

proceso de modulación de la actividad de enzimas plaquetarias y canales iónicos.  

2.2.2 Activación plaquetaria. 

2.2.2.1 Transducción de señales en la activación plaquetaria. 

En la activación de las plaquetas, las proteínas G plaquetarias adquieren un papel 

fundamental. Estas proteínas están formadas por las subunidades Gα, Gβ y Gγ. En las 
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plaquetas en reposo, la subunidad Gα está unida a GDP, sin embargo, tras la unión de los 

agonistas a sus receptores de membrana, el GDP se sustituye por GTP y la subunidad Gα 

unida al GTP se disocia de las subunidades Gβ y Gγ, desencadenando la modulación de 

enzimas y canales plaquetarios. Progresivamente el GTP se va hidrolizando a GDP de nuevo, 

momento en el cual la subunidad Gα unida al GDP se asocia de nuevo a las subunidades Gβ 

y Gγ (Monteiro et al., 2001). La modulación de las enzimas que se desencadena a raíz de este 

proceso se resume en la activación de determinadas fosfolipasas y tirosina quinasas y la 

inhibición del AMPc: 

a) Activación de fosfolipasas: 

Las principales fosfolipasas activadas en este proceso son la fosfolipasa C y la fosfolipasa A2.  

La fosfolipasa C hidroliza los fosfoinositidos, produciendo inostol-1,4,5-trifosfato (IP3) y 

diacilglicerol (DAG). El IP3 desencadena la liberación de calcio desde el sistema tubular denso 

al citosol, aumentando la concentración de calcio citosólico en la plaqueta, lo cual es un 

estímulo importante para otros sistemas necesarios en la activación plaquetaria (Brass y 

Joseph, 1985) (Figura 22). El DAG activa la proteina-kinasa C, que promueve la secreción de 

los gránulos, la expresión del receptor para el fibrinógeno y la fosforilación de determinadas 

proteínas. 

La fosfolipasa A2 promueve la liberación de ácido araquidónico (AA) desde los fosfolípidos de 

la membrana. El AA entra en la vía de la ciclooxigenasa para producir endoperóxidos de 

prostaglandinas y tromboxano A2 (TxA2), que activan la liberación de gránulos α y gránulos 

densos (Figura 22). Los gránulos densos contienen calcio, serotonina, ADP, ATP y otros 

agonistas. Los gránulos α liberan proteínas adhesivas como vWF, fibronectina, 

trombospondina y fibrinógeno que estimulan los procesos de adhesión y agregación 

plaquetaria y la reparación de los vasos lesionados (Benton et al., 1982). 

b) Activación de tirosina quinasas y proteínas RAS: 

Las tirosina quinasas son esenciales en la transducción de señales en la activación 

plaquetaria, mientras que las proteínas RAS son proteínas de bajo peso molecular que actúan 

en la disociación o asociación del GTP y GDP a las proteínas G y activando la fosforilación de 

proteínas asociadas al citoesqueleto o a los microtúbulos plaquetarios (Monteiro et al., 2001) 

(Figura 22). 
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c) Inhibición de la síntesis de AMPc: 

Muchos agonistas plaquetarios como el ADP, la trombina o la adrenalina inhiben la formación 

de AMPc, que es un inhibidor de la activación de las plaquetas. Sin embargo, algunas 

moléculas generadas en el proceso de activación, como las prostaglandinas, estimulan su 

formación. El AMPc inhibe la activación plaquetaria disminuyendo el incremento de calcio 

citosólico plaquetario mediante su recaptación por el sistema tubular denso. También el 

GMPc potencia la actividad del AMPc, retrasando su degradación y por tanto disminuyendo  

la activación plaquetaria. Los agonistas plaquetarios potencian la activación plaquetaria al 

inhibir la producción de AMPc, antagonista natural de este proceso (Monteiro et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Procesos principales durante la activación plaquetaria. La plaqueta en reposo se activa al 

contactar con diferentes agonistas (trombina, PAF, vWF, colágeno, adrenalina…). Se adhiere a la matriz 

endotelial de forma pasiva y una vez activada promueve la activación de fosfolipasas, quinasas y 

proteínas que desencadenan el cambio de forma de la plaqueta, el aumento de calcio citosólico y la 

liberación de los gránulos y micropartículas plaquetarios. 
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d) Movilización de calcio citosólico: 

Durante la activación plaquetaria se produce un aumento de calcio citosólico, determinante 

para la producción de una correcta respuesta funcional de la célula. En las plaquetas en 

reposo, la concentración de calcio intracelular es muy inferior a la concentración extracelular 

debido a que la membrana plasmática es principalmente impermeable a este ion. Por otro 

lado, en reposo, el calcio intraplaquetario se encuentra almacenado en diferentes 

estructuras, principalmente en el sistema tubular denso, pero también en mitocondrias, 

gránulos densos, gránulos α y la cara interna de la membrana plasmática. 

Tras la unión de la plaqueta a uno de sus agonistas, el calcio se libera al citosol desde los 

orgánulos de almacenamiento. Por otro lado, se activan los canales iónicos de calcio para 

permitir la entrada de calcio extracelular al citoplasma plaquetario. El aumento de calcio 

citosólico activa diferentes moléculas como las quinasas dependientes de 

calcio/calmodulina, las proteasas dependientes de calcio, la proteína quinasa C y las 

fosfolipasas C y A2. La función de las tres últimas moléculas se ha explicado anteriormente 

(Figura 23). 

Creado con Biorender 

Figura 23. Liberación de calcio desde los reservorios internos al citosol y entrada del calcio desde el 

espacio extracelular a la plaqueta durante la activación plaquetaria. 
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e) Activación de las quinasas dependientes de calcio/calmodulina: 

Tiene dos consecuencias principales: el aumento de ATP citosólico, determinante en la 

activación del aparato contráctil de la plaqueta y la fosforilación de la cadena ligera de la 

miosina, que desencadena el cambio de forma y contracción de la plaqueta, así como la 

secreción de gránulos densos y gránulos α (Broekman et al., 1980). 

f) Activación de las proteasas dependientes de calcio (Calpaína I y II): 

Estimulan la reorganización del citoesqueleto y la agregación plaquetaria mediante la 

fragmentación de la proteína ligadora de actina y talina. Por otro lado, actúan en la liberación 

de micropartículas, que se detallará en el siguiente apartado. 

2.2.2.2 Cambio de forma de la plaqueta. 

Tras la adhesión de las plaquetas al subendotelio y su activación, se llevan a cabo múltiples 

reacciones en cadena y la liberación de numerosas moléculas, que van a ser indispensables 

en el cambio de forma de la plaqueta, la agregación plaquetaria, secreción de gránulos, 

expresión de la actividad procoagulante y liberación de micropartículas.  

El cambio más inmediato que se da en las plaquetas una vez activadas es el cambio de forma. 

El citoesqueleto se reorganiza formando pseudópodos gracias a la acción de moléculas como 

las calpaínas y a la formación de haces por parte de los filamentos de actina. Por su parte, y 

derivado de la acción de moléculas como las quinasas dependientes de calcio, la miosina se 

incorpora al citoesqueleto contribuyendo al cambio de forma de la plaqueta y a la 

centralización de los gránulos y microtúbulos. La actina y la miosina se unen dotando a la 

plaqueta de capacidad de movimiento, basado en la extensión y contracción (Furman et al., 

1993).  

2.2.2.3. Agregación plaquetaria. 

La agregación plaquetaria consiste en la unión de plaquetas activadas entre sí. Entre otras 

cosas, las plaquetas activadas expresan receptores de membrana para la unión plaqueta-

plaqueta, como el receptor para el fibrinógeno, expresado por la acción de la proteína 

quinasa C. El fibrinógeno forma un puente irreversible entre las plaquetas. El vWF también 

actúa de forma importante en la agregación plaquetaria en condiciones de cizallamiento 
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elevado. A su vez, las plaquetas agregadas retroalimentan positivamente este proceso de 

agregación liberando más ADP y tromboxanos (Monteiro et al., 2001). 

2.2.2.4. Secreción de sustancias almacenadas en los gránulos. 

Como hemos visto, los gránulos se redistribuyen hacia el centro del citoplasma mientras la 

plaqueta sufre cambios morfológicos. En esta zona las membranas de los gránulos y del 

sistema canalicular abierto se fusionan liberando el contenido del gránulo al exterior. Este 

proceso se produce fácilmente en el caso de los gránulos α y gránulos densos, pero la 

secreción por parte de los lisosomas requiere de estímulos muy fuertes. Como se ha 

mencionado, los gránulos densos contienen calcio, serotonina, ADP, ATP y otros agonistas. 

Los gránulos α liberan proteínas adhesivas como vWF, fibronectina, trombospondina y 

fibrinógeno, que estimulan los procesos de adhesión y agregación plaquetaria y la reparación 

de los vasos lesionados (Monteiro et al., 2001). 

2.2.2.5. Expresión de actividad procoagulante y liberación de micropartículas. 

Las plaquetas activadas exponen la fosfatidilserina (PS) hacia la cara externa de la membrana, 

normalmente localizada en la cara interna. De esta manera, pueden unirse a la PS los 

componentes del complejo protrombinasa para generar trombina. Algunos de estos 

componentes son proporcionados por las propias plaquetas activadas, como el factor V, 

presente en los gránulos α. Este proceso va acompañado de la liberación de micropartículas 

plaquetarias, fomentado por la acción de las calpaínas y del calcio citosólico, el cual inhibe la 

traslocasa (cuya función es transportar la PS de la capa externa a la interna de la membrana) 

y activa la enzima escramblasa (que potencia el movimiento aleatorio de lípidos a través de 

las capas de la membrana) (Figura 24). 

Las micropartículas plaquetarias son pequeños fragmentos de la membrana plaquetaria (de 

entre 0.1 y 1 micras) que presentan funciones importantes en la comunicación entre células, 

transportando moléculas bioactivas y señalizando diferentes procesos en el organismo 

relacionados con la hemostasis y la trombosis. Las micropartículas estimulan a sus células 

diana uniéndose a sus ligandos en la membrana o transfiriendo receptores de superficie de 

una célula a otra. 

Si bien la presencia de micropartículas plaquetarias en el torrente sanguíneo es normal, 

constituyendo entre un 70% y un 90% de todas las micropartículas circulantes, un aumento 
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en la concentración de estas estructuras puede estar asociada con determinadas patologías 

como trombocitopenia, trombosis arterial o artritis reumatoide entre otras (Italiano et al., 

2010). 

Por otro lado, también se ha descrito el aumento en la concentración de micropartículas 

procedentes de plaquetas y otros tipos celulares, en individuos con síndrome del buceador o 

enfermedad descompresiva (Thom et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3. Infección y estrés en mamíferos marinos: Consecuencias sobre la función 

inmunitaria y la hemostasia. 

2.3.1 Principales patologías infecciosas en mamíferos marinos.  

Los mamíferos marinos están expuestos a numerosos patógenos en su hábitat. Estos 

patógenos, pueden generar alteraciones a nivel inmunitario, ya sea debido a una activación 

leucocitaria para la destrucción del patógeno o a una inmunosupresión, a veces presente en 

determinadas infecciones víricas.  

Figura 24. Expresión de la fosfatidilserina (PS) en la cara externa de la 

membrana y liberación de micropartículas plaquetarias. 
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Las infecciones se pueden dividir en bacterianas, víricas, parasitarias o fúngicas. En cuanto a 

las infecciones bacterianas en los mamíferos marinos, éstas suelen ser secundarias a otros 

procesos. Algunas de las bacterias más comunes que afectan a estas especies son Brucella 

ssp. (Foster G, et al., 1996), Erysipelothrix rhusiopthiae (Geraci et al., 1966; Kinsel et al., 1997), 

Salmonella ssp (Minette 1986), o Staphylococcus ssp. (Palmer et al., 1991), entre otras. En 

cuanto a las infecciones víricas, algunas de las más importantes en estas especies son el 

morbilivirus, posiblemente el virus de mayor virulencia para estas especies y que suele acabar 

con la vida de los animales, estando muy relacionado con procesos de inmunosupresión 

(Rubio-Guerri et al., 2013). Otros virus frecuentes en cetáceos son el adenovirus y el 

papilomavirus (Malmberg et al., 2017; Rehtanz et al 2006). Algunas de estas infecciones 

víricas pueden ser devastadoras para las especies que se encuentran en peligro de extinción. 

Las infecciones parasitarias no suelen generar la muerte del animal, pero los debilitan 

potenciando la aparición de otros procesos patológicos. Algunos de los parásitos más 

comunes en mamíferos marinos son Stenurus ssp, (a nivel pulmorar), Anisakis ssp o el 

Nasitrema ssp, produciendo este último, daños más serios como la encefalitis. Por último, 

hongos como el Rhizopus microsporus entre otros, pueden afectar las vías respiratorias de 

los cetáceos afectando a su inmunidad.  

2.3.2. Estrés e inmunosupresión en mamíferos.  

Como es bien conocido, el estrés puede conllevar alteraciones fisiológicas importantes en los 

seres vivos, siendo una de ellas en el mundo animal, la inmunosupresión. En el caso de los 

mamíferos, la respuesta al estrés está regulada por el sistema nervioso central (SNC), 

concretamente por el eje hipotálamo-hipofisario-adrenal. Ante un estímulo estresante, el 

hipotálamo segrega la hormona liberadora de corticotropina (CRH), que estimula a la hipófisis 

o pituitaria para secretar la hormona adrenocorticotropa o corticotropina (ACTH), que a su 

vez estimula a las glándulas suprarrenales para liberar glucocorticoides. El glucocorticoide 

mayoritario en los mamíferos es el cortisol (Figura 25).  
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Por otro lado, el sistema nervioso 

simpático, activado en las situaciones 

que el animal percibe como peligrosas, 

activa la liberación de adrenalina y 

noradrenalina al torrente sanguíneo, 

que aumentan la frecuencia cardíaca y 

respiratoria e incrementan el flujo 

sanguíneo en los músculos. Todo esto 

ocurre en detrimento de la 

funcionalidad de sistemas en ese 

momento menos importantes, como el 

digestivo, el reproductor, o el 

inmunitario, así como el proceso de 

crecimiento, para poder presentar una 

efectiva respuesta de huida o de lucha 

(Moscoso, 2009; Gómez-González y 

Escobar, 2006). Tanto los 

glucocorticoides como las 

catecolaminas afectan a la 

funcionalidad de las células 

inmunitarias al unirse a sus receptores 

específicos leucocitarios, 

desencadenando una serie de 

reacciones que alteran la producción de citoquinas y por tanto inhibiendo la maduración y 

movilización celular. En el  caso de la adrenalina, puede actuar como agonista plaquetario. 

Los glucocorticoides actúan a nivel de los órganos linfoides primarios y secundarios, linfocitos 

T y B, neutrófilos, monocitos y macrófagos. Todas estas células presentan receptores para 

glucocorticoides de tipo II en su citoplasma. Cuando el cortisol se une a su receptor, este se 

trasloca al núcleo de la célula, donde altera la producción de numerosas proteínas, entre las 

que se encuentran citoquinas importantes para la respuesta inmune como el interferón 

gamma (IFNγ), las interleucinas IL-1, IL-2 e IL-6 o el factor de necrosis tumoral (TNFα) (Gómez-

González y Escobar, 2006). 

Figura 25. Eje hipotálamo-hipofisario-adrenal 

(https://courses.lumenlearning.com/microbiology/ch

apter/b-lymphocytes-and-humoral-immunity/ 20 

march 2020). 

https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/b-lymphocytes-and-humoral-immunity/
https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/b-lymphocytes-and-humoral-immunity/
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Estos efectos a nivel inmunitario son mucho más notables cuando el animal padece estrés 

crónico. Por ello, los animales que viven en condiciones deficientes de bienestar tienden a 

sufrir cambios comportamentales, productivos e inmunosupresión (Broom, 2007). Esto es 

especialmente relevante en el campo de la producción animal, donde se han creado 

instituciones específicas para el control del bienestar animal en ganadería y granjas de 

producción, como el Farm Animal Welfare Committee. Según este organismo, para 

considerar que un animal vive en buenas condiciones de bienestar deben cumplirse cinco 

características: ausencia de hambre y sed, ausencia de incomodidad física o térmica, ausencia 

de enfermedad, ausencia de miedo o estrés y ausencia de conductas anormales (FAWC, 

1979). Esta definición de bienestar animal ha traspasado la barrera de los animales de 

producción, aplicándose a los animales domésticos y también a los animales albergados en 

núcleos zoológicos. 

Para determinar si los animales sufren estrés la medida del cortisol es un método sumamente 

aceptado, aunque no es el único método. El estudio de parámetros etológicos es un 

importante indicador de estrés en los animales, y de especial relevancia en el campo de los 

mamíferos marinos, donde la obtención de muestras es compleja en ocasiones. Situaciones 

estresantes pueden desembocar en conductas raras en los animales, en ocasiones incluso 

estereotipadas. Normalmente estos comportamientos van ligados a agresividad, 

vocalizaciones o respuestas psicosomáticas como vómitos, diarrea o perdida de control en la 

micción o defecación (Harewood y McGowan, 2005; De Jong et al., 2013; Sanmiguel-Plazas 

et al., 2018). Parámetros fisiológicos como la temperatura, frecuencia cardíaca, frecuencia 

respiratoria o electroencefalografía también pueden ser de gran ayuda, así como la medida 

de catecolaminas en orina. La electrofisiografía también se considera una técnica poco 

invasiva para determinar si el animal padece estrés basado en las señales bioeléctricas de su 

organismo, íntimamente relacionadas con cambios psicofisiológicos derivados del estrés 

(Sanmiguel-Plazas et al., 2018).  

2.3.3. Medicina preventiva y  nuevos bioindicadores de estrés crónico. 

Debido a que en la naturaleza los animales salvajes no muestran signos de debilidad para 

evitar atraer depredadores, los cetáceos y pinnípedos no suelen presentar sintomatología 

hasta que la patología se encuentra ya en un estado muy avanzado. Es por ello, que la medida 

de la funcionalidad inmunitaria o plaquetaria de forma rutinaria puede ser una herramienta 
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muy útil en el diagnóstico precoz de determinadas patologías que se acompañen con 

inmunosupresión o sobreactivación de las células inmunitarias o con alteraciones a nivel 

plaquetario. Así pues, un animal asintomático podría empezar a padecer alteraciones a nivel 

inmunitario o plaquetario mucho antes de presentar signos clínicos. Estas medidas también 

pueden ayudar a evaluar la evolución de la enfermedad. 

Para detectar alteraciones a nivel inmunitario o plaquetario en primer lugar se debe realizar 

un muestreo continuado en animales sanos para establecer los valores de referencia sobre 

los que relativizar las siguientes medidas. 

 

2.4. Conservación del medio marino: Efecto de contaminantes ambientales sobre 

la función inmunitaria y la hemostasia de los mamíferos marinos. 

Determinados compuestos presentes en el medio ambiente pueden alterar la funcionalidad 

del sistema inmunitario o plaquetario. En este sentido, la inmunotoxicología es la disciplina 

que pretende detectar, cuantificar e interpretar las alteraciones del sistema inmune 

producidas por la exposición a diferentes compuestos (Trizio et al., 1988). Los estudios 

toxicológicos in vitro son también aplicables a las plaquetas, aunque nunca se han 

desarrollado en mamíferos marinos. 

La toxicidad se puede dar como una respuesta sistémica que desencadena finalmente y de 

forma indirecta una alteración en la función inmune o plaquetaria o por el contrario como un 

daño directo del tóxico sobre las células. Así pues, el compuesto puede disminuir la respuesta 

inmune (inmunosupresión) favoreciendo que el animal sufra infecciones. Se ha observado 

que numerosos cetáceos varados con infecciones víricas, presentaban altas concentraciones 

de contaminantes en sus tejidos (Duignan et al., 1992, Domingo et al, 1990; Aguilar y Borrell, 

1994). Por otro lado, determinados contaminantes pueden exacerbar la respuesta 

inmunitaria generando alergias o enfermedades autoinmunes. La misma premisa se cumple 

en el caso de las plaquetas. Se ha demostrado que las plaquetas humanas ven alterada su 

funcionalidad ante la exposición a determinados contaminantes ambientales. Por ejemplo, 

bajas concentraciones de mercurio o de zinc pueden inducir la activación plaquetaria en 

humanos (Kostka et al., 1997; Watson et al., 2015). 
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En este tipo de estudios están incluidos los estudios de toxicología, inmunotoxicología y 

toxicología con plaquetas in vitro. En primer lugar, se determinan los compuestos presentes 

en los tejidos y sangres de los animales varados o salvajes y posteriormente se exponen a las 

células de delfines sanos para determinar si los xenobióticos pueden alterar la funcionalidad 

de las células y por tanto puede alterar la defensa de los animales salvajes frente a agentes 

patógenos o hemorragias al estar en contacto con dicho compuesto presente en el mar.  

2.4.1.  Contaminantes modelo para estudios de toxicidad in vitro: Características y 

mecanismos.  

Como hemos detallado anteriormente, determinados xenobióticos como los PCBs, metales 

pesados o ciertos pesticidas han sido detectados previamente en tejidos de cetáceos salvajes 

(Martínez-López et al.,2019; Shoham-Frider et al.,2016; Durante et al., 2019 y 2016…). Sobre 

estos contaminantes se han realizado estudios in vitro en muestras de sangre de delfines u 

otras especies de mamíferos marinos, demostrando que afectan de forma más o menos 

severa la viabilidad y funcionalidad de las células inmunitarias (Desforges et al., 2017; Peñín 

et al., 2018; Cámara-Pellisó et al.,2008…). En esta tesis hemos seleccionado compuestos que 

nunca antes se habían investigado en el campo de la toxicología (detección en tejidos) e 

inmunotoxicología en mamíferos marinos, basándonos en su importante presencia en las 

aguas del mar Mediterráneo. En concreto, nos hemos centrado en fármacos y drogas de uso 

humano halladas entre el 90% y el 100% de las muestras de agua de mar testadas en varios 

estudios previos (Munaron et al.,2012; Brumovský et al.,2017). Algunos de los compuestos 

de este grupo presentes a mayores concentraciones en el agua fueron el paracetamol, la 

aspirina, la cafeína y el ibuprofeno, presentando concentraciones de hasta 2,5 a 4 ng/l en 

agua. Debemos tener en cuenta que cualquier compuesto vertido al mar se diluye 

enormemente debido al gran volumen de agua que este contiene. Actualmente, el NOAA-

NCEI (National Centers for Environmental Information) estima que el volumen del mar 

Mediterráneo es de aproximadamente 4,4*1012 litros de agua. Por ello, la simple detección 

de cualquier xenobiótico en el agua del mar indica ya un alto índice de trasvase desde las 

ciudades hacia el mar. Debemos tener en cuenta que los cuatro compuestos seleccionados 

se llegaron a detectar en aguas muy lejanas a la costa, donde el factor de dilución es mayor 

(Figura 26).  
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 Por tanto, por su 

importante presencia en el 

ecosistema marino, por su 

diario e ingente empleo por 

parte del ser humano y por 

sus conocidos efectos sobre 

el sistema inmunitario y 

plaquetario en mamíferos 

terrestres como los seres 

humanos o los ratones, 

seleccionamos el 

paracetamol, el ibuprofeno, 

la aspirina y la cafeína para 

realizar los estudios de 

toxicología, 

inmunotoxicología y 

toxicología in vitro en 

plaquetas en mamíferos 

marinos. Cabe destacar que, en este último caso, nuestro grupo ha sido pionero en la puesta 

a punto de los protocolos para realizar estudios de toxicología in vitro en plaquetas de 

mamíferos marinos. Si bien, como hemos mencionado anteriormente, existen estudios 

previos de inmunotoxicología en mamíferos marinos, ningún grupo ha evaluado los efectos 

de ningún xenobiótico sobre las plaquetas en estas especies anteriormente, ni siquiera 

empleando los contaminantes más estudiados como los PCBs o los metales pesados. 

El ibuprofeno pertenece a la familia de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y como 

tal, es un inhibidor de la ciclooxigenasa, reduciendo por tanto la respuesta inflamatoria, 

efecto para el que ha sido diseñado. Por este mismo mecanismo, es capaz también de inhibir 

la producción de tromboxanos en las plaquetas, los cuales son esenciales en la activación y 

función plaquetaria durante la hemostasia (Bieren et al.,2017; Driver et al., 2019). La aspirina, 

al ser también inhibidora de la ciclooxigenasa, presenta efectos similares al ibuprofeno en 

mamíferos terrestres (Morris et al, 2015), y puede inducir la apoptosis de las plaquetas a 

dosis menos elevadas que el paracetamol (van der Wal, et al., 2012). 

Figura 26. Patrón de muestreos realizados por Brumovský et 

al.,2017, en ocasiones alejados de la costa. Los círculos amarillos 

muestran los puntos de muestreo de agua llevados a cabo en cada 

zona (10 zonas muestreadas en total, 7 muestreos en cada zona). 

Brumovský et 
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Los efectos de la cafeína sobre la fagocitosis son inciertos, aunque sí que se ha demostrado 

ampliamente sus efectos antioxidantes en seres humanos y ratones (Nimse et al.,2015; 

Pillon-Barcelos et al.,2013). Además, por su efecto antagónico sobre la fosfodiesterasa, 

parece ejercer un impacto negativo sobre la activación plaquetaria (Montoya et al.,2013; 

Morse, 1997; Marquis et al., 1969; Olas y Brys, 2019). 

El paracetamol se ha demostrado como un compuesto potencialmente inmunosupresor en 

mamíferos terrestres, posiblemente impidiendo la buena adhesión entre las células 

fagocíticas y los patógenos (Ruutu y Kosunen, 1972; Abramson et al.,1990) o por la inhibición 

del estallido respiratorio (Van Zyl et al.,1989; Abramson et al., 1990). 
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1. Sujetos incluidos en el estudio.  

Como se ha mencionado en la introducción, en este estudio se ha trabajado con diferentes 

especies de cetáceos y pinnípedos bajo cuidado humano o de vida libre. 

1.1 Delfín mular (Tursiops truncatus) 

Para la realización de este proyecto se han empleado dos grupos de delfines mulares: delfines 

bajo cuidado humano, albergados en el Oceanogràfic de Valencia y Mundomar de Benidorm, 

y delfines salvajes que viven en la Bahía de Sarasota (Florida, EEUU). En el caso de los estudios 

de toxicología con tejidos de animales varados, se han empleado muestras de delfines 

mulares varados en las costas de la Comunidad Valenciana entre 2005 y 2019.  

Tanto las muestras procedentes de animales bajo cuidado humano (de cada una de las 

especies estudiadas) como las de delfines salvajes se han tomado bajo la aprobación de los 

correspondientes Comités de Ética y Bienestar animal. En concreto, en el caso de los animales 

en cautividad, los muestreos fueron aprobados por el Comité de Ética de la Fundación 

Oceanogràfic de la Comunitat Valenciana y de Mundomar. En el caso de los animales salvajes 

muestreados en Estados Unidos, se obtuvo la aprobación de la National Marine Fisheries 

Service Scientific Research Permit No. 20455, y del Mote Marine Laboratory Institutional 

Animal Care and Use Committee (IACUC). 

1.1.1 Delfines bajo cuidado humano:  

En el estudio se han incluido quince delfines del Oceanogràfic de Valencia y cinco delfines de 

Mundomar (Benidorm). La población está constituida por siete machos y trece hembras, 

siendo la mayoría de los individuos delfines adultos. La edad, sexo, peso y acuario de origen 

de cada sujeto se detalla en la Tabla 2. Para la mayoría de animales mayores de 25 años (de 

las diferentes especies), la edad es aproximada, debido a que proceden de otros acuarios y 

no está debidamente documentada. Todos los animales se encontraban sanos durante los 

muestreos, exceptuando los animales enfermos que se emplearon para evaluar posibles 

alteraciones en la función inmunitaria y plaquetaria predisponentes o derivadas de la 

patología. 
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Para la toma de muestras de sangre y saliva, todos los animales recibieron un entrenamiento 

médico periódico, de manera que los muestreos se realizaron de forma voluntaria y sin estrés 

por parte del animal, como se detallará en el apartado de toma de muestras. 

 

 

 

 

 

Nombre del 

delfín 

Edad (años) Sexo Peso (Kg) Acuario 

Kuni 3 Macho 170 Oceanogràfic 

Neptuno 15 Macho 198 Oceanogràfic 

Nico 5 Macho 167 Oceanogràfic 

Nika 30-35 Hembra 199 Oceanogràfic 

Billy 30-35 Hembra 196 Oceanogràfic 

Lazo 25-30 Macho 184,5 Oceanogràfic 

Josué 25-30 Macho 194 Oceanogràfic 

Virkin 3 Hembra 173 Oceanogràfic 

Leia 16 Hembra 173 Oceanogràfic 

Grisell 30-35 Hembra 197 Oceanogràfic 

Elly 25-30 Hembra 180 Oceanogràfic 

Pfizzer 9 Hembra 168 Oceanogràfic 

Venus 13 Hembra 198 Oceanogràfic 

Apolo 6 Macho 168 Oceanogràfic 

Nala 15 Hembra 175 Oceanogràfic 

Aqua ≥ 20 * Hembra 207 Mundomar 

Camino ≥ 20 * Hembra 205 Mundomar 

Farah ≥ 20 * Hembra 210 Mundomar 

Maia 38-40 Hembra 240 Mundomar 

Edu 32 Macho 216 Mundomar 

Tabla 2. Edad, sexo, peso y acuario de origen de los delfines bajo cuidado humano incluidos 

en el estudio. *La edad exacta de Aqua, Camino y Farah se desconoce, pero han vivido en 

Mundomar durante 20 años. 

 



67 
 

1.1.2 Delfines salvajes sanos: 

Se han incluido en el estudio dieciséis delfines mulares salvajes pertenecientes a la población 

de delfines que viven en la Bahía de Sarasota (Florida, EEUU). Se obtuvieron muestras de 

dichos animales en el contexto del proyecto “Sarasota Dolphin Health Assessment”, llevado 

a cabo en Sarasota durante junio de 2019. Se trata de un proyecto que se lleva a cabo 

anualmente desde el año 1983 en la Bahía de Sarasota (Figura 27 A). El equipo estable 

implicado en el proyecto, monitoriza a la población de delfines con periodicidad. Una vez al 

año, durante la época estival, veterinarios e investigadores de diferentes países participan en 

el control sanitario de los animales. En primer lugar, se realiza una selección de los individuos 

de interés. Las madres con crías lactantes son directamente excluidas del estudio, con el fin 

de no perturbar ni a la cría ni a la madre en este periodo crítico para la supervivencia del 

neonato. La identificación de los individuos de interés se realiza mediante observación y 

reconocimiento de la morfología y las marcas en las aletas dorsales de los animales (Figura 

27 B). Cuando los delfines seleccionados para el muestreo son identificados, se les acompaña 

desde un bote silenciosamente y a cierta distancia hasta que alcanzan una zona de baja 

profundidad. En este momento se dispone una red a un perímetro de seguridad de los 

animales, la cual es sujetada por personal del proyecto (Figura 27 C). Los veterinarios 

experimentados se aproximan al animal y con cuidado llevan a cabo los diferentes muestreos 

en el menor tiempo posible (Figura 27 D). Finalmente, los delfines son liberados. Las muestras 

se identifican y almacenan adecuadamente en el “Sample Processing Boat” (Figura 27 E) y se 

transportan al laboratorio. Nuestro grupo estableció una colaboración con la Universidad de 

South Florida Sarasota-Manatee (USF), que nos cedió uno de sus laboratorios y todo su 

equipamiento e instrumental. Por su parte, la compañía Beckman Coulter (California, USA) 

instaló un citómetro de flujo CytoFLEX en el laboratorio de la USF, similar al que alberga 

nuestro laboratorio en Valencia, durante las semanas en que el proyecto se llevó a cabo 

(Figura 27 F).                                                    

La población de delfines salvajes a la que hemos tenido acceso para llevar a cabo nuestro 

estudio está compuesta por siete machos y nueve hembras. La edad, sexo y peso de los 

animales se muestran en la Tabla 3. Ningún delfín presentaba lesiones o procesos patológicos 

activos durante el muestreo. 
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Figura 27. (A) Mapa de la Bahía de Sarasota (Florida, EEUU). (B) Identificación de los animales de 

interés por reconocimiento de marcas en las aletas dorsales. (C) Descarga de la red perimetral. (D) 

Extracción de muestra sanguínea. (E) Identificación, organización y almacenamiento de las muestras. 

(F) Citómetro de flujo en el laboratorio de la USF. 
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1.1.3 Delfines salvajes varados: 

En este estudio, se han incluido muestras de tejidos de seis delfines mulares varados en las 

costas de la Comunidad Valenciana entre los años 2005 y 2019. Los delfines se encontraron 

muertos o muy enfermos y sin posibilidades de recuperación, por lo que se procedió a la 

eutanasia humanitaria. En su momento, personal especializado del Oceanogràfic practicó la 

necropsia y tomó muestras de los diferentes tejidos. En este proyecto se han empleado 

muestras de riñón, grasa, músculo e hígado de cada uno de los animales. 

 

 

 

Nº de identificación del 

delfín 

Edad 

(años) 

Sexo Peso 

(Kg) 

128 27 Macho 211 

138 27 Macho - 

211 14 Hembra - 

221 10 Hembra 171 

238 17 Macho 227 

261 Adulto* Hembra 195 

264 11 Macho 181 

266 12 Macho 176 

281 2 Hembra 62,3 

283 4 Hembra 83 

285 11 Hembra 173 

287 2 Hembra 84 

289 2 Hembra 79 

291 2 Hembra 69 

316 2 Macho 61 

318 ≥10* Macho 214 

Tabla 3. Edad, sexo y peso de los delfines salvajes incluidos en el 

estudio. *La edad exacta de los delfines 261 y 318 se desconoce, pero 

por su morfología, peso y longitud podemos afirmar que el animal 261 

es adulto y el animal 318 ronda los 10 años de edad. (-) El peso de los 

delfines 138 y 211 se desconoce. 
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1.2 Beluga (Delphinapterus Leucas)  

Se han incluido tres belugas pertenecientes al Oceanogràfic de Valencia en el estudio. La 

población consta de dos individuos adultos (macho y hembra) y su cría. La edad, el sexo y el 

peso de los animales se detalla en la Tabla 4. Los animales se encontraban sanos durante los 

muestreos, exceptuando determinadas muestras excepcionales tomadas cuando alguno de 

ellos enfermó para determinar si existían alteraciones inmunitarias o plaquetarias asociadas. 

Del mismo modo que los delfines, las belugas estaban entrenadas para realizar la extracción 

de sangre de forma voluntaria. 

 

 

 

 

 

 

A pesar del reducido número de animales, los tres individuos representan diferentes aspectos 

interesantes en la población. Kairo es un animal geriátrico, mientras que Yulka es una adulta 

de mediana edad y Kylu es una cría en crecimiento. No muchos acuarios en el mundo 

albergan esta especie y menos centros todavía han conseguido reproducirla en cautividad. 

Por todo ello, poder contar con individuos de diferentes edades, entre ellos, un animal joven 

del que tenemos muestras prácticamente desde su nacimiento ha sido un aspecto muy 

interesante para el desarrollo de este estudio piloto realizado con belugas. 

1.3 Morsa (Odobenus Rosmarus)  

Se han incluido en el estudio tres morsas hembras pertenecientes al Oceanogràfic de 

Valencia. La edad y el peso cada una de ellas se detalla en la Tabla 5. Las tres hembras se 

encontraban sanas durante los muestreos y estaban entrenadas para los chequeos 

veterinarios. 

 

Nombre de la 

beluga 

Edad (años) Sexo Peso 

(Kg) 

Yulka ≥20* Hembra 800-900** 

Kairo ≥50* Macho 1000 

Kylu 5 Macho 600-700** 

Tabla 4. Edad, sexo y peso de las belugas incluidas en el estudio. *La edad 

exacta de Yulka y Kairo se desconoce, al proceder de otro 

acuario.**Algunos pesos son aproximados, debido a la dificultad para 

pesar a los animales de forma rutinaria. 
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En 2019, las morsas fueron trasladadas al acuario Tierpark Hagenbeck de Hamburgo de forma 

permanente, para participar en su programa de reproducción y conservación de la especie. 

Así pues, no se contó con las muestras de estos individuos durante el último año de 

realización de esta tesis. 

 

1.4 Foca común (Phoca vitulina)  

Cuatro focas pertenecientes al Oceanogràfic de Valencia se han incluido en el estudio, sin 

embargo, solamente de dos de ellas se obtuvieron resultados concluyentes. Las muestras de 

los primeros animales fueron útiles para la puesta a punto de los protocolos experimentales 

en pinnípedos. La edad, el sexo y el peso cada una de ellas se detalla en la Tabla 6. Al igual 

que el resto de animales estudiados, las focas se encontraban sanas durante los muestreos y 

estaban entrenadas para los chequeos veterinarios. 

 

 

 

 

 

 

Nombre de la 

morsa 

Edad 

(años) 

Sexo Peso 

(Kg) 

Ninotska 18 Hembra 900-1000** 

Petrus 18 Hembra 900-1000** 

Tania 18 Hembra 900-1000** 

Nombre de la 

foca 

Edad 

(años) 

Sexo Peso 

(Kg) 

Taz 5 Macho **70-90 

Neus 25-30 Hembra **70-90 

Tabla 5. Edad, sexo y peso de las morsas incluidas en el estudio. 

**Los pesos son aproximados, debido a la dificultad para pesar a los 

animales de forma rutinaria. 

 

 

Tabla 6. Edad, sexo y peso de las focas incluidas en el estudio. 

**Los pesos son aproximados, debido a la dificultad para pesar 

a los animales de forma rutinaria. 
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1.5 León marino (Otaria flavescens)  

Se han incluido ocho leones marinos en el estudio. Dos de ellos pertenecen a Mundomar 

(Benidorm), mientras que seis viven en el Oceanogràfic de Valencia. La mayoría de ellos son 

animales adultos y todos están entrenados para realizar de forma voluntaria la extracción de 

sangre. La edad, sexo, peso y acuario de origen de cada sujeto se detalla en la Tabla 7. 

En la mayoría de las ocasiones, los animales se encontraban sanos en el momento del 

muestreo. El macho llamado Patrick sufrió una hemorragia aguda severa a causa de la 

ingestión de un cuerpo extraño. La hemorragia se cronificó con pérdida leve pero constante 

de sangre durante varias semanas. Las muestras de este animal sirvieron para la puesta a 

punto del protocolo de detección de plaquetas reticuladas en leones marinos. 

 

 

 

 

 

Nombre del 

león marino 

Edad (años) Sexo Peso (Kg) Acuario 

Alvin 19 Macho 400-500** Oceanogràfic 

Patrick 11 Macho 300-450** Oceanogràfic 

Demi 19 Hembra 100-150** Oceanogràfic 

Laura 19 Hembra 100-150** Oceanogràfic 

Ginger 8 Hembra 100-150** Oceanogràfic 

Ámbar 19 Hembra 100-150** Oceanogràfic 

Etíope 15 Macho    260** Mundomar 

Ursa 28 Hembra    90** Mundomar 

Tabla 7. Edad, sexo y peso de los leones marinos incluidos en el estudio. **Los pesos 

son aproximados, debido a la dificultad para pesar a los animales de forma rutinaria. 

 



73 
 

2. Toma de muestras. 

Para la realización de esta tesis han sido necesarios tres tipos de muestras: sangre entera, 

plasma y tejidos de diferentes órganos. El modo de obtención de las muestras se detalla a 

continuación: 

2.1 Extracción de sangre y obtención de plasma. 

2.1.1 Extracción de sangre: 

Las muestras de sangre periférica se tomaron por parte del personal veterinario de cada 

acuario y del proyecto “Sarasota Dolphin Health Assessment” mediante la punción de la vena 

caudal de los animales.  

En el caso de los animales bajo cuidado humano, todos ellos están entrenados para presentar 

la aleta caudal voluntariamente. 

La extracción de sangre en pinnípedos se realiza “en seco”, es decir, el animal se coloca en 

una plataforma fuera del agua, aprovechando su forma de vida semi-acuática. El entrenador 

indica al animal que se coloque en posición decúbito-ventral, tumbado boca abajo y relajado. 

Para garantizar la seguridad del técnico que realice la extracción sanguínea, tanto con las 

focas como con los leones marinos y las morsas, se coloca una barrera física acorde al tamaño 

de la especie entre el animal y el veterinario, dejando solo al alcance de este las aletas 

caudales de los animales (Figura 28 A). En el caso de las morsas, debido a su gran tamaño, la 

barrera es de obra y se extiende hasta el techo del recinto. La vena es observable en la cara 

dorsal de las aletas caudales. En ocasiones, cuando el ambiente es frío, es necesario 

humedecer la zona con agua caliente para producir vasodilatación y localizar más fácilmente 

el vaso. Se limpia la zona antes de introducir la aguja y se aplica presión y un antiséptico tras 

la extracción (Figura 28).  

En los cetáceos, la vena se localiza en la cara ventral de la aleta caudal, de manera que los 

animales se colocan en posición decúbito-dorsal en el agua, lateralizándose únicamente para 

respirar cuando es necesario. El veterinario desinfecta la zona con alcohol e introduce la 

aguja. Tras la extracción de sangre, se aplica presión sobre la zona con una gasa limpia para 

evitar el sangrado y se vuelve a desinfectar con un spray antiséptico resistente al agua (Figura 

29).  
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Por su parte, los delfines salvajes no están entrenados, de manera que en el momento del 

muestreo fueron sostenidos por dos veterinarios en el agua respetando su posición corporal 

normal (decúbito ventral) y elevando la aleta caudal manualmente para poder acceder a su 

cara ventral. Ningún animal opuso resistencia física durante el proceso. Se les realizó la veno-

punción simultáneamente tanto en la vena caudal derecha como izquierda para obtener la 

sangre a la mayor rapidez posible y evitar estrés al animal, prolongándose la extracción 

únicamente por unos segundos (Figura 27 D). Al finalizar el muestreo, los veterinarios 

soltaban al delfín y las redes perimetrales se dejaban caer, alejándose nadando éste hacia su 

grupo social. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. (A) Posicionamiento decúbito-ventral del animal y colocación de la barrera.   (B) 

Limpieza de la zona. (C) Extracción de sangre en pinnípedos y detalle de la localización de la vena. 

(D) Aplicación de presión y desinfección sobre la zona tras la extracción. 

 

A B 

C D 



75 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para realizar los ensayos de funcionalidad leucocitaria, la sangre fue recogida en tubos 

heparinizados, mientras que para los ensayos de funcionalidad plaquetaria se recogió en 

A B 

C D 

E F 

Figura 29. (A) Posicionamiento decúbito-dorsal del animal (B) Extracción de sangre de la vena caudal 

en delfín y (C) en beluga.(D)Detalle de la localización de la vena caudal. (E) Presión en la zona con una 

gasa. (F) En azul se observa el antiséptico rociado sobre la zona de extracción. 

 



76 
 

tubos con citrato. Las muestras se transportaron inmediatamente al laboratorio para su 

procesamiento. En todos los casos (muestras en España o en EEUU), las muestras se 

comenzaron a procesar durante las dos primeras horas post-extracción. 

2.1.2 Obtención de plasma: 

Para obtener el plasma sanguíneo se centrifugó la sangre entera heparinizada a 2000 rpm 

durante cinco minutos. Con una micropipeta se trasvasó la fase plasmática a microtubos 

que se almacenaron a -20ºC hasta el momento de su uso. 

 

2.2 Obtención y procesamiento de tejidos de animales varados. 

Ante la aparición de animales varados en las costas de la Comunidad Valenciana, se activa la 

Red de Varamientos, por la cual, la persona que encuentra al animal debe ponerse en 

contacto con la policía y esta, a su vez, con el personal de la Fundación Oceanogràfic 

encargado de asistir a los animales enfermos. Los veterinarios de la red de varamientos 

acuden a la zona de inmediato y evalúan el estado de salud del animal (Figura 30 A). 

Normalmente, los cetáceos varados llegan a las costas en muy mal estado o ya muertos. 

Cuando llegan vivos, su grave estado de salud lleva a que, en la inmensa mayoría de las 

ocasiones, el animal acabe siendo sometido a eutanasia.   

Los veterinarios de la red de varamientos y los biólogos de la Universidad de Valencia 

practican la necropsia a los animales que se hallan muertos en las costas o que acaban 

sometidos a eutanasia, y extraen muestras de todos los tejidos (Figura 30 B) en las 

instalaciones del Instituto Cavanilles (Universidad de Valencia). Las muestras se almacenan a 

-80ºC congeladas en el banco de tejidos del Oceanográfico, localizado en un almacén de la 

Ciudad de las Artes y las Ciencias. 

En este proyecto se han empleado muestras de tejidos de seis delfines mulares varados desde 

2005 a 2019. Las muestras se han analizado para la detección de contaminantes ambientales 

acumulados en los diferentes órganos en el Área de Toxicología-Departamento de Ciencias 

de la Salud de la Universidad de Murcia, con quien establecimos una colaboración. 
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3. Reactivos, tóxicos, soluciones y medios de cultivo.  

 

3.1 Fluorocromos. 

- La hidroetidina o dihidroetidio (HE. Merck) se preparó a 1 mg/ml en DMSO. Este 

fluorocromo se ha utilizado en los ensayos de estado redox basal y en la detección del 

estallido respiratorio provocado durante la fagocitosis, como indicador de los niveles de 

superóxido intracelular. En estos ensayos se ha empleado a una concentración final de 

0,3µg/ml. 

- La dihidrorodamina 123 (DHR123) (proporcionada en el Kit FagoflowEx de Exbio) es una 

sonda fluorogénica permeable a las células útil para la detección ROS, como el peróxido, el 

peroxinitrito o los iones de hipoclorito. La DHR123 no es fluorescente por sí misma, sólo 

emite fluorescencia al oxidarse por las ROS al producto fluorescente RH123. Ni el óxido 

nítrico, ni el superóxido ni el peróxido de hidrógeno por separado parecen oxidar la DHR123, 

sino que estas ROS deben combinarse con otros componentes celulares, como el citocromo 

c oxidasa o el hierro, para oxidarla.  

- La tetrametilrodamina (TMRM ThermoFisher Scientific) se preparó a 1 mM en DMSO. Este 

fluorocromo se ha utilizado en la detección del potencial de membrana mitocondrial, ya que 

es sensible a los cambios de potencial producidos en este orgánulo celular. Para dicho ensayo 

se empleó a una concentración final de 100 nM. 

Figura 30. (A) Asistencia a un delfín varado. (B) Necropsia de un delfín varado. 

 

A B 
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- El Fluo-4-acetoximetil éster (Fluo-4 AM, ThermoFisher Scientific) se preparó a 1 mM en 

DMSO. Este fluorocromo se utilizó en el ensayo de movimientos de calcio intraplaquetario, 

ya que es un indicador de los niveles intracelulares de este ión. El Fluo-4 ligado al éster AM 

no se une al calcio por sí mismo, sin embargo, al introducirse en la célula, las esterasas lo 

hidrolizan a Fluo-4. Éste es un análogo del Fluo-3, siendo una molécula que es básicamente 

no fluorescente hasta que se une al Ca2+, aumentando así su fluorescencia al menos 100 

veces. Para los ensayos se empleó a una concentración final de 5 µM. 

-  La BisBenzimida Ho 33342 triidrocloruro o Hoechst 33342 (HO33342) (Merck) se preparó a 

1 mg/ml en H2O. Este marcador nuclear vital se ha utilizado para distinguir los leucocitos de 

las células anucleadas y debris presentes en las muestras tras su procesamiento. Se utilizó a 

una concentración final de 3 µg/ml. 

- El Vybrant Dye Cycle Green (VDCGreen, ThermoFisher) se preparó a 250 µM en DMSO. Es 

otro marcador nuclear permeable a las células vivas. Se empleó en los ensayos para evaluar 

el potencial de membrana mitocondrial a una concentración final de 10 µM. 

- El 4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y el yoduro de propidio (PI) (ambos de Merck) se 

prepararon a 1 mg/ml en H2O. Estos marcadores nucleares no son permeables a la membrana 

plasmática, por lo que entran únicamente en las células con dicha membrana dañada, siendo 

indicadores de viabilidad celular. Dependiendo de la combinación de anticuerpos 

fluorescentes/fluorocromos de cada ensayo, se empleó el marcador compatible con los 

espectros de emisión de fluorescencia. El PI se empleó en los ensayos de fagocitosis y 

apoptosis celular y el DAPI se empleó en la evaluación del potencial de membrana 

mitocondrial. La concentración final fue de 5 µg/mL para el PI y de 3 µg/mL para el DAPI. 

- El Naranja de tiazol es un marcador de ARN. Se utilizó el reactivo del Kit BD Retic-Count™ 

de Becton Dickinson. La concentración del marcador de ácidos nucleicos es 0,01 mg/ml, 

empleándose a una concentración final de 0,002 µg/mL. 

- La Anexina V, marcador de fosfatidilserina, se obtuvo del Kit Anexina V-FITC/PI (Miltenyi 

Biotec) y se empleó en los ensayos de apoptosis y de detección de micropartículas 

plaquetarias. 

- Como fluoroesferas para estandarización de protocolos de citometría de flujo: SPHERO 

Supra Rainbow Fluorescent Particles, Mid-Range (Spherotech). 
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En los casos en que la congelación era posible, los fluorocromos se alicuotaron en volúmenes 

pequeños para evitar procesos de congelación-descongelación y se almacenaron a -20 ºC. 

3.2 Anticuerpos monoclonales y kits comerciales. 

Para marcar las plaquetas de mamíferos específicamente se empleó el anticuerpo contra 

CD41 PE (clon P2, Beckman Coulter). Se emplearon los siguientes Kits comerciales: 

 

3.3 Reactivos. 

- La citocalasina A (ENZO) se preparó a 10 mM en DMSO. Se alicuotó en pequeños volúmenes 

y se almacenó a -20 ºC. Este reactivo se utilizó como inhibidor de la fagocitosis en los ensayos 

correspondientes, a una concentración de 400 µM. 

 - El ionóforo de calcio A23187 (Merck) se preparó a 10 mg/ml en DMSO. Se alicuotó en 

pequeños volúmenes y se almacenó a -20 ºC. Este reactivo se utilizó en la generación de 

micropartículas plaquetarias a una concentración final de 0,02 µg/ml. 

- La Adenosina 5′-difosfato monopotasio (ADP) (Merck) se preparó a 10 mM en PBS. Se 

alicuotó en pequeños volúmenes y se almacenó a -20 ºC. Este reactivo se utilizó en el ensayo 

de movimientos de Ca2+ intraplaquetario, ya que es un agonista plaquetario, que provoca la 

liberación al citosol del Ca2+procedente de las reservas presentes en las plaquetas. Se empleó 

a las concentraciones finales de 12 µM y 24 µM. 

- La trombina se empleó a las concentraciones de 0,05 y 0,5 U/mL. El GPRP (Gly-Pro-Arg-Pro) 

se empleó a una concentración de 2,5 Mm (en agua).  

- El Alamar Blue (ThermoFisher, DAL1025) se empleó en el ensayo de proliferación de 

linfocitos. Se mantuvo a 4ºC y se usó en una proporción 1:10 en las muestras. 

Nombre del Kit Compañía Referencia 

IngoflowEx Exbio ED7040 

FagoflowEx Exbio ED7042 

Kit Anexina V-FITC/PI Miltenyi Biotec 130-092-052 

Kit BD Retic Count Becton Dickinson 349204 

Kit Quantibody Dolphin Cytokine Array 1 RayBiotech QAD-CYT-1-4 

Tabla 8. Kits comerciales empleados en el estudio, compañía y número de referencia de cada kit. 
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- La concanavalina (ConA) se preparó a 40 µg/ml en agua. Se empleó en los ensayos de 

proliferación de linfocitos a una concentración final deseada de 10 µg/ml por pocillo. 

3.4 Tóxicos. 

- El ibuprofeno se diluyó en DMSO. Se prepararon 5 soluciones madre (800 mM, 400 mM, 

200 mM, 100 mM y 50 mM) y se almacenaron a -20ºC. Las concentraciones finales en el 

ensayo fueron 3,2 mM, 1,6 mM, 800 µM, 400 µM y 200 µM. 

- La cafeína se preparó a 30 mM en H2O destilada, en fresco para cada ensayo. Las 

concentraciones finales en el ensayo fueron 1,5 mM, 150 µM, 15 µM, 1,5 µM, 0,15 µM y 

0,015 µM. 

- El paracetamol se preparó a 20 mM en H2O destilada, en fresco para cada ensayo. Las 

concentraciones finales en el ensayo fueron 0,01µM, 0,1 µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM y 1 mM. 

- La aspirina se diluyó en etanol puro cada día del ensayo. Se prepararon 5 diluciones madre 

(400 mM, 40 mM, 4 mM, 0,4 mM y 0,04 mM). Las concentraciones finales en el ensayo fueron 

0,02µM, 0,2 µM, 2 µM, 20 µM y 200 µM. 

3.5 Tampones y soluciones. 

- Versalyse Lysing Solution (Beckman Coulter) se empleó como lisante de eritrocitos no fijador 

en los ensayos de fagocitosis, apoptosis y potencial de membrana mitocondrial. Se almacenó 

a temperatura ambiente. 

- Tampón Tyrode modificado: 137 mM NaCl, 2.8 mM KCl, 1 mM MgCl2, 12 mM NaHCO3, 0.4 

mM Na2HPO4 y 10 mM HEPES, ajustado a pH 7.4, en agua destilada estéril. Se almacenó a 

4ºC hasta su uso. Cada día antes de comenzar el experimento se añade al tampón  0.35% de 

BSA y 5.5 mM de glucosa (tampón Tyrode completo), desechando el resto sobrante cada día. 

Este tampón se utiliza para el ensayo de movilización de Ca2+ intraplaquetario. 

- Tampón Tyrode enriquecido con calcio: Se añade 0,22 mg/ml de CaCl2 al tampón Tyrode 

completo, previamente a la realización del experimento, desechando el resto sobrante cada 

día. Este tampón se utiliza para el ensayo de la expresión de la superficie procoagulante y 

liberación de micropartículas plaquetarias. 
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- Tampón fosfato PBS pH 7.4 (GIBCO). 

-Paraformaldehído (PFA) 1% en PBS: Dilución en PBS de una solución al 32 % de PFA (Electron 

Microscopy Sciences). 

- El Histopaque 1077 es un medio a base de polisucrosa y diatrizoato de sodio que facilita el 

aislamiento y la recuperación rápida de MNCs de sangre completa por gradiente de densidad. 

3.6 Medios de cultivo. 

Para reconstituir las muestras en los ensayos de fagocitosis, apoptosis y potencial de 

membrana mitocondrial se empleó medio RPMI 1640 (GIBCO, 21875034). 

Para el tratamiento de la sangre periférica con tóxicos se utilizó medio modificado para 

linfocitos: medio RPMI 1640 + GlutaMAX-I (GIBCO, 61870-010) suplementado con 10 mM de 

HEPES (GIBCO,15630-056), 0,1mM de aminoácidos no esenciales (GIBCO, 11140-050, 50U/ml 

de penicilina/50 µg/ml de estreptomicina (GIBCO,  15140-122), 50 µM de 2-mercaptoetanol 

(GIBCO, 21985-023) y 10% de suero bovino (GIBCO, 26010-074). 

 

4. Caracterización de la funcionalidad y viabilidad inmunitaria, estado 

redox basal y función mitocondrial en leucocitos de animales sanos. 

Para poder detectar si determinados contaminantes ambientales o el estrés crónico pueden 

afectar la funcionalidad inmunitaria en mamíferos marinos y por tanto pueden 

predisponerlos a padecer enfermedades, el primer paso es averiguar cómo funcionan los 

leucocitos en condiciones normales en animales sanos.   

Por otro lado, también algunas patologías se han visto asociadas a alteraciones en la 

respuesta inmunitaria, ya sea aumentándola (inflamación-infección) o disminuyéndola 

(inmunosupresión). Por su naturaleza, cuando los mamíferos marinos enferman, no suelen 

presentar una sintomatología evidente hasta que la enfermedad se encuentra ya en fases 

avanzadas. Esto es debido a que estas especies no pueden mostrar indicios de debilidad en 

su medio natural, ya que, a pesar de localizarse en lo alto de la cadena trófica y no poseer 

prácticamente depredadores, pueden estar amenazadas por otras especies de mayor 

tamaño como las orcas, los osos polares o algunos tiburones, dependiendo de la especie de 



82 
 

la que se trate. Tomando como referencia la funcionalidad de las células inmunitarias en 

animales sanos y empleando estas pruebas de forma rutinaria se pueden detectar 

precozmente alteraciones en la respuesta inmunitaria (inflamación-infección o 

inmunosupresión) antes de que el animal presente signos clínicos. Por ello, estas pruebas, 

aplicadas como una herramienta diagnóstica adicional en los chequeos rutinarios que se 

realizan a los animales, pueden ser útiles para diagnosticar y tratar la enfermedad 

precozmente, mejorando la medicina preventiva en acuarios y zoológicos. 

En este proyecto se evaluó la respuesta inmunitaria innata de los animales mediante el 

estudio de la capacidad fagocítica de monocitos y granulocitos, y la respuesta inmunitaria 

adquirida mediante el estudio de la capacidad proliferativa de linfocitos T. También se 

evaluaron el estado redox basal, la producción de citoquinas y el potencial de membrana 

mitocondrial de leucocitos de animales sanos. La técnica más importante utilizada para 

realizar los ensayos funcionales del estudio fue la citometría de flujo. 

4.1 Citometría de flujo.  

La citometría de flujo es el método analítico por el cual células o partículas en suspensión 

alineadas en una corriente laminar circulan hasta atravesar una o varias fuentes de 

iluminación, produciéndose la dispersión de la luz y la emisión de fluorescencia en el caso de 

que las partículas contengan moléculas fluorescentes o estén marcadas con ellas. La luz 

dispersada y la fluorescencia son 

filtradas, captadas por detectores y 

convertidas en valores digitales que 

almacena un ordenador. Así pues, la 

citometría de flujo se basa en un sistema 

fluídico (Figura 31), óptico (Figura 32)y 

electrónico por el cual las células o 

partículas se analizan 

multiparamétricamente en función de su 

tamaño, complejidad interna y múltiples 

factores medibles empleando 

anticuerpos o tinciones fluorescentes 

específicas.                                                                                                           

(Sales, I., 

2020) 
Figura 31. Sistema fluídico del citómetro de flujo. 

 



83 
 

El citómetro de flujo empleado en esta 

Tesis es un CyTOFLEX S (Beckman-

Coulter, CA, USA) equipado con 4 

láseres (405 nm, 488 nm, 561 nm y 635 

nm) y 13 detectores de fluorescencia. 

Este citómetro, además de detectar la 

dispersión de luz frontal (forward 

scatter, FSC) y la lateral (side scatter, 

SSC) procedentes del láser de 488 nm, 

permite detectar la dispersión lateral 

procedente del láser de 405 nm (violet 

side scatter, VSSC). El software de 

adquisición empleado por el equipo es 

el CytExpert 2.3. La colaboración con la 

compañía Beckman-Coulter nos 

permitió utilizar el mismo equipo en 

los ensayos con animales bajo cuidado humano y salvajes, ya que nos proporcionó un equipo 

con las mismas características técnicas en la Universidad de South Florida Sarasota-Manatee 

(USF) que el que se utilizó en el Servcio de Citómica del CIPF. 

Los protocolos de adquisición de muestras se estandarizaron con las fluoroesferas SPHERO 

Supra Rainbow Fluorescent Particles, siguiendo el siguiente procedimiento: tras el ajuste de 

las condiciones de adquisición de los protocolos en los estudios de animales bajo cuidado 

humano (Servicio de Citómica del CIPF), se adquirieron las fluoroesferas para determinar las 

regiones diana en cada uno de los canales de fluorescencia utilizados. Los valores de 

fluorescencia obtenidos para las fluoroesferas se exportaron y se utilizaron para definir las 

condiciones de adquisición en los estudios de animales salvajes (USF), de forma que las 

regiones diana para cada uno de los canales de fluorescencia fuesen las mismas. El mismo 

lote de las fluoroesferas fue utilizado en ambos citómetros de flujo. Tras la estandarización, 

los protocolos de adquisición se utilizaron para el análisis de las muestras de animales 

salvajes. 

 

https://www.youtu

be.com/watch?v=sf

WWxFBltpQ. Junio, 

2020 

Figura 32. Células atravesando el punto de 

interrogación dispersando la luz y emitiendo 

fluorescencia. 

https://www.youtube.com/watch?v=sfWWxFBltpQ
https://www.youtube.com/watch?v=sfWWxFBltpQ
https://www.youtube.com/watch?v=sfWWxFBltpQ
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4.2 Análisis de la funcionalidad inmunitaria en animales sanos. 

Se han aplicado diferentes protocolos para evaluar las respuestas inmunitarias innata y 

adquirida del sistema inmunitario. 

4.2.1 Evaluación de la capacidad fagocítica de monocitos y granulocitos. 

Para evaluar la funcionalidad de las células fagocíticas estudiamos dos fases imprescindibles 

en el proceso de la fagocitosis: la ingestión del patógeno por parte de la célula, y su 

destrucción mediante el estallido respiratorio o burst oxidativo. En esta tesis hemos adaptado 

diferentes Kits comerciales empleados en medicina humana para su uso en muestras de 

mamíferos marinos, modificando los protocolos proporcionados por los fabricantes en 

algunos aspectos para su buen funcionamiento en estas especies.  

Por un lado, para evaluar la capacidad de ingestión de las células hemos adaptado el kit 

IngoFlowEx®, mientras que, para evaluar la producción del estallido respiratorio tras ingerir 

el patógeno, adaptamos el Kit FagoFlowEx®. Por otro lado, para analizar simultáneamente la 

ingestión y destrucción del patógeno en las células de una misma muestra, hemos puesto a 

punto un nuevo protocolo combinando el Kit IngoflowEx con el uso de hidroetidina. En todos 

los casos se ha empleado como estímulo la bacteria Escherichia coli (E.coli) proporcionada 

por los diferentes Kits, ya que al igual que en humanos, también es capaz de infectar a 

cetáceos y pinnípedos (Schaefer et al.,2011; Delport et al., 2015).  

La adaptación a mamíferos marinos de kits comerciales para evaluar la función inmune en 

humanos es novedosa y su uso podría facilitar la estandarización o comparación entre futuros 

estudios en estas especies, de las cuales se tienen pocas referencias. 

A continuación, se detalla la metodología empleada para el estudio tanto de la ingestión 

como de la destrucción del patógeno por parte de las células fagocíticas en mamíferos 

marinos. 
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4.2.1.1 Adaptación del Kit Ingoflow para la determinación de la capacidad de fagocitosis in 

vitro. 

a) Componentes del Kit IngoflowEx: 

1. Suspensión de bacterias fluorescentes (E. coli-FITC). 

2. Solución de extinción (azul de tripano). 

3. Solución de lisis de eritrocitos y fijación de leucocitos. 

4. Tampón de lavado. 

5. Solución de tinción de ADN (PI). 

 

b) Principio del ensayo: 

Este ensayo se basa en medir la fluorescencia de las células fagocíticas que ingieren la 

bacteria E. coli marcada con fluoresceína (FITC). La E. coli fluorescente se añade a la sangre 

heparinizada del individuo y la mezcla se incuba a 37°C. En paralelo, se incuba el control 

negativo no expuesto al patógeno, que se utiliza para establecer el límite entre las células 

que han fagocitado la bacteria y las que no. Durante la incubación, los fagocitos ingieren el 

patógeno fluorescente de modo que al final encontramos en la muestra: 

- Células fagocíticas que no han ingerido al patógeno y por tanto no emiten fluorescencia 

- Células fagocíticas que no lo han ingerido todavía, pero presentan la bacteria 

fluorescente adherida a la membrana celular 

- Células fagocíticas que han ingerido correctamente al patógeno y que por tanto emiten 

la fluorescencia verde de las bacterias  

- Bacterias libres que no han sido ingeridas por las células fagocíticas y,  

- El resto de componentes sanguíneos (eritrocitos, plaquetas, debrís…).  

Los eritrocitos se lisan y los restos celulares y las bacterias no ingeridas se eliminan mediante 

lavados con PBS. La fluorescencia de las bacterias unidas a la superficie de las células 

fagocíticas se apaga con azul de tripano, un colorante que no atraviesa la membrana celular 

intacta.  
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c) Modificaciones para su uso en mamíferos marinos: 

A continuación, enumeramos las modificaciones del ensayo original que llevamos a cabo para 

optimizar su uso en mamíferos marinos: 

1. Control negativo adicional: 

Añadimos un control negativo adicional: el control negativo biológico. Para ello empleamos 

la citocalasina A, un metabolito de origen fúngico capaz de inhibir la fagocitosis uniéndose a 

los microfilamentos de actina de los fagocitos e impidiendo su polimerización, y por tanto, 

la formación de lamelipodios, la movilidad celular y la quimiotaxis. Este control negativo nos 

proporciona información complementaria a la que ofrece el control negativo propuesto por 

el fabricante, que informa sobre la autofluorescencia de las células de la muestra. El nuevo 

control negativo es más comparable al tubo test, puesto que contiene exactamente los 

mismos componentes, con la diferencia de que añadimos un compuesto para inhibir el 

proceso de fagocitosis.  

2. Aumento del periodo de incubación: 

Tras realizar varias pruebas experimentales, ampliamos el periodo de incubación de las 

células con el patógeno de 30 minutos (según fabricante) a una hora, observándose así 

mejores resultados. 

3. Solución de lisis de eritrocitos no fijante: 

La solución de lisis de eritrocitos que incluye el Kit es fijante. En el proceso de fijación, las 

células se permeabilizan y mueren quedando fijadas por largo tiempo. Para mantener las 

células vivas, adaptamos el ensayo empleando una solución de lisis que no fijara las células. 

En concreto, empleamos VersaLyse Lysing Solution (Beckman Coulter). En las muestras de 

cetáceos la lisis se llevó a cabo correctamente siguiendo las instrucciones del fabricante, sin 

embargo, los pinnípedos necesitaron el doble de volumen de VersaLyse o bien el doble de 

tiempo de incubación con la solución de lisis para conseguir el mismo resultado. Esto 

posiblemente sea debido a que los pinnípedos, y en especial las morsas, poseen una mayor 

concentración de lípidos en sangre que los cetáceos, lo que puede dificultar la lisis. 

4. Discriminación entre células vivas y muertas: 
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En el ensayo original se emplea el yoduro de propidio (PI) para reconocer todos los leucocitos 

una vez fijados. El PI es una tinción rojo fluorescente que aumenta su fluorescencia al 

intercalarse entre el ADN del núcleo celular, pero solo puede penetrar en las células 

permeabilizadas (muertas). Por ello, empleamos PI para descartar del análisis las células 

muertas. Para reconocer los leucocitos vivos empleamos Hoechst 33342 (HO), una tinción 

nuclear capaz de penetrar en las células vivas y que emite fluorescencia azul al unirse a su 

ADN. 

5. Medio RPMI para conservar las células hasta la lectura en el citómetro: 

Puesto que trabajamos con células vivas, empleamos medio RPMI para conservar las células 

hasta su lectura en el citómetro, un medio más respetuoso con la viabilidad celular que el 

PBS empleado en el ensayo original. 

6. Momento de adición del azul de tripano: 

En el Kit original proponen añadir el azul de tripano tras la incubación con el patógeno. Tras 

varias pruebas experimentales, observamos mejores resultados adicionándolo justo antes 

de la lectura en el citómetro. 

 

d) Protocolo defnitivo para la evaluación de la capacidad de ingestión de monocitos y 

granulocitos en mamíferos marinos: 

Se prepararon tres tubos por cada muestra de sangre: control negativo (autofluorescencia), 

control con citocalasina A y tubo positivo o test. A cada tubo se añadieron 50 µl de sangre 

heparinizada del animal. Los tubos se mantuvieron en hielo durante 10 minutos. Tras este 

tiempo, el tubo de citocalasina se preincubó con citocalasina A a una concentración final de 

400 µM durante 30 minutos en un incubador de CO2 a 37ºC. Posteriormente, se añadieron 

10 µl de E.coli-FITC al control con citocalasina y al tubo test y se incubaron junto con el tubo 

negativo sin E.coli-FITC durante una hora a 37ºC en el incubador de CO2. Tras la incubación, 

los tubos se colocaron en hielo durante 5 minutos para detener el proceso de fagocitosis, tras 

lo cual se añadieron 500 µl de Versalyse Lysing Solution a cada tubo en las muestras de 

cetáceos y 1 ml en las muestras de pinnípedos. Se dejó actuar a la solución de lisis durante 

10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Una vez lisadas, las muestras se 
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centrifugaron a 200 g y a 4ºC durante 5 minutos. Se retiró el sobrenadante y se realizaron 

dos lavados de las muestras con 3 ml de PBS filtrado y frio (a 4ºC) centrifugando del mismo 

modo que en el paso anterior. Tras retirar el sobrenadante, las muestras se resuspendieron 

en 300 µl de RPMI atemperado. Para finalizar, se añadió el Hoechst 33342 (HO) a cada tubo 

a una concentración final de 3 µg/ml y se incubó durante 15 minutos a 37ºC en el incubador 

de CO2. Antes de la lectura en el citómetro, se añadieron 10 µl del azul de tripano 

proporcionado por el fabricante y PI a una concentración final de 5 µg/ml para descartar las 

células muertas. Las muestras se analizaron en el citómetro lo antes posible (Figura 33).  

 

 

 

 

Figura 33. Protocolo para la evaluación de la capacidad fagocítica. Adaptación del IngoflowEx a 

mamíferos marinos. 
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El citómetro fue configurado para medir la señal de Forward Scatter (FSC) y de Side Scatter 

(SSC) así como las fluorescencias emitidas por la bacteria E.coli-FITC (exc 488 nm/em 525nm), 

Hoechst (exc 350 nm/em 461nm) y PI (exc 488nm/em 617nm). Para ello se emplearon los 

láseres azul (488nm) y violeta (405 nm).  

La estrategia de selección de poblaciones se detalla en la Figura 34: Las células nucleadas se 

distinguieron de los eritrocitos no lisados y del debris celular utilizando la fluorescencia del 

Hoechst 33342 (detector exc.405 nm/em 450 nm, canal PB450, Fig. 34 A), seleccionando los 

eventos positivos para este marcador como células nucleadas o leucocitos. Las células 

muertas se descartaron en el canal ECD, donde se detecta la fluorescencia del PI (exc 561 

nm/ 610nm), seleccionando como células vivas las negativas para este marcador (Fig. 34 B). 

Los agregados celulares se eliminaron electrónicamente utilizando las señales de área (FSC-

A) y de pico (FSC-H) del FSC (Fig. 34 C). La estrategia de selección fue de leucocitos vivos e 

individuales, siguiendo las ventanas de la Fig. 34 A-C. Partiendo de los leucocitos individuales, 

se seleccionaron las células fagocíticas (monocitos y granulocitos) por morfología, según su 

tamaño relativo (FSC) y su complejidad interna (SSC), descartando así los linfocitos (Figura 34 

D). Para el análisis de las células que habían fagocitado E.coli-FITC se utilizó el detector exc 

488nm/ em 525 nm (canal FITC, Fig. 34 G). En el tubo negativo, las células fagocíticas no se 

expusieron a E.coli-FITC, por lo que ningún evento es positivo para dicha fluorescencia, 

marcando el límite entre las células positivas para FITC y las negativas (Figura 34 E). De forma 

similar, en el control con citocalasina A la fagocitosis fue inhibida, por lo que tampoco se 

observan células positivas para FITC (Figura 34 F). En el tubo positivo se observa el porcentaje 

de células fagocíticas que presentan la fluorescencia de la E.coli-FITC tras haberla ingerido 

(Figura 34 G). 

Los resultados se analizaron con el programa CytExpert propio del equipo. El porcentaje final 

de células fagocíticas capaces de ingerir la bacteria se obtuvo restando el porcentaje de 

células obtenido en el control con citocalasina al del tubo test. El control negativo sirvió como 

control de la autofluorescencia de la muestra. 
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Figura 34. (A) Identificación de los leucocitos con HO. (B) Selección de las 

células vivas (PI-). (C) Descarte de los agregados con FSC-A/FSC-H (D) 

Diferenciación morfológica de monocitos y granulocitos(E) Tubo negativo 

y  (F) Tubo control con citocalasina A; donde todos los eventos son 

negativos a la fluorescencia de la bacteria (G) Tubo positivo: se observa el 

porcentaje de células fagocíticas que presentan la fluorescencia de la E.coli 

fluorescente tras haberla ingerido. La población de linfocitos actúa como 

control negativo interno en el ensayo, pero se excluyen del cálculo del 

porcentaje de células fagocíticas que ingieren la bacteria. 

 

D E 
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4.2.1.2 Adaptación del Kit Ingoflow para la determinación de la fagocitosis y el estallido 

respiratorio  in vitro. 

a) Principio del ensayo: 

Al ensayo del Kit IngoflowEx, explicado en el apartado anterior, se añadió el uso de 

hidroetidina (HE), un indicador de superóxido que al ser oxidado durante el estallido 

respiratorio se intercala en el ADN celular y emite fluorescencia roja. De este modo se evaluó 

simultáneamente la capacidad de ingestión del patógeno por parte de las células fagocíticas 

(dada por la fluorescencia verde de la bacteria) y la producción del estallido respiratorio (dada 

por la fluorescencia roja de la HE). 

Dado que la HE emite una fluorescencia similar a la del yoduro de propidio, en este caso se 

descartaron las células muertas morfológicamente. 

 

b) Protocolo definitivo para la evaluación simultánea de la capacidad de ingestión y la 

producción del estallido respiratorio de monocitos y granulocitos en mamíferos marinos: 

En este caso se prepararon los siguientes tubos: 

1. Control negativo (sin E.coli-FITC ni HE), para evaluar la autofluorescencia de la muestra. 

2. Control negativo biológico, en el que se añadieron tanto la bacteria como la HE, pero se 

inhibió la fagocitosis con citocalasina A. 

3. Control del estado redox basal celular, en el que únicamente se añadió HE. 

4. Control de la capacidad de ingestión, en el que únicamente se añadió E.coli-FITC. 

5. Tubo test, en el que se añadieron tanto la E.coli-FITC como la HE, para la evaluación 

simultánea de la capacidad de ingestión y destrucción del patógeno por parte de las 

células fagocíticas. 

 

Se siguió el mismo protocolo que el detallado en el apartado anterior (IngoFlowEx® Kit de 

Exbio), con la diferencia de que se añadió 0,3 µg/ml de hidroetidina a la muestra al mismo 

tiempo que se añadió el Hoechst 33342, incubándose ambos compuestos al mismo tiempo.  
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El citómetro se configuró para adquirir las mismas señales que en el protocolo IngoFlowEx® 

Kit de Exbio, eliminando el canal donde se detecta la señal del PI (canal ECD) y añadiendo el 

canal donde se detecta la de la HE (exc 561 nm/em 585 nm, canal PE).  

La estrategia de selección de poblaciones fue la misma que en el caso anterior (IngoFlowEx® 

Kit de Exbio), con dos diferencias. Por un lado, las células vivas se seleccionaron utilizando la 

morfología celular (FSC y SSC) (Figura 35 B), y las células capaces de generar el estallido 

oxidativo se seleccionaron utilizando el dotplot que enfrenta las señales de E.coli-FITC y de la 

HE (Figura 35 D-H).  

Para el análisis de las muestras se valoraron dos parámetros: 1) El porcentaje de células que 

ingirieron el patógeno, que se calculó restando el porcentaje de las células positivas para la 

señal de E.coli-FITC en el tubo con citocalasina A al de las positivas en el tubo test. 2) El 

porcentaje de células capaces de generar el estallido oxidativo tras ingerir la bacteria, que se 

calculó restando el porcentaje de células E.coli+/HE+ en el tubo con citocalasina A al 

porcentaje de células E.coli+/HE+ en el tubo test. Este análisis se realizó utilizando el software 

FlowJo. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                         

Figura 35. (A) Identificación de los leucocitos con HO. (B) Selección de los monocitos y 

granulocitos vivos por morfología (C) Descarte de agregados por FSC-A y FSC-H. (D) Tubo 

negativo: no se añade E.coli-FITC ni HE, por lo que todos los eventos son negativos a ambas 

fluorescencias. (E) Tubo control con HE: detectamos el estado redox basal de las células (F) Tubo 

control negativo con citocalasina A: la fagocitosis se inhibe, por lo que escasos eventos presentan 

las fluorescencias FITC y PE. (G) Tubo control con E.coli-FITC: se observa el porcentaje de células 

fagocíticas que presentan la fluorescencia de la E.coli fluorescente tras haberla ingerido.(H) Tubo 

test: observamos el porcentaje de células que no han ingerido ni destruido las bacterias (ECOLI-

HE-), el porcentaje de células contienen bacterias en su interior pero aún no las han destruído 

(ECOLI+HE-) y el porcentaje de células que han ingerido bacterias y están produciendo el estallido 

respiratorio (ECOLI+HE+). 
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4.2.1.3 Adaptación del Kit Fagoflow para la determinación de la producción del estallido 

respiratorio in vitro. 

a) Componentes del Kit FagoflowEx: 

El kit FagoFlow está compuesto por los siguientes reactivos:  

1. Suspensión de E. coli. 

2. Dihidrorodamina 123 (DHR123, 10 mg/ml). 

3. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). 

4. Solución de lisis de eritrocitos y fijación de leucocitos. 

 

b) Principio del ensayo: 

 

El kit Fagoflow de Exbio sirve para evaluar la capacidad fagocítica de los monocitos y 

granulocitos midiendo el estallido oxidativo tras su estimulación con la bacteria E.coli. Para 

ello, se emplea DHR123, que al ser oxidada por las especies reactivas de oxígeno (ROS) 

resultantes de la acción de la NADPH oxidasa, se transforma en su producto rodamina 123 

(RH123), que emite fluorescencia verde.  

El PMA incluido en el kit como control positivo es un diéster de forbol que aumenta la 

producción de ROS en las células.  

 

c) Modificaciones para su uso en mamíferos marinos: 

Se aplicaron modificaciones similares a las adaptaciones llevadas a cabo en el Kit IngoflowEx: 

1. Aumento del periodo de incubación: De 20 minutos (según fabricante) a 60 minutos de 

incubación. 

2. Solución de lisis de eritrocitos no fijante: sustituimos la solución de lisis propia del Kit 

por VersaLyse Lysing Solution. 

3. Discriminación entre células vivas y muertas: Empleamos HO33342 para identificar los 

leucocitos y PI para descartar del análisis las células muertas. 

4. Uso de medio RPMI para conservar las células hasta la lectura en el citómetro. 
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En este protocolo se omitió el tubo con citocalasina A, el control negativo nos indicaba el 

estrés oxidativo basal de los monocitos y granulocitos del animal y resultó de mayor utilidad 

en este caso. 

d) Protocolo definitivo para la evaluación de la capacidad de producción del estallido 

respiratorio en monocitos y granulocitos de mamíferos marinos: 

Por cada muestra se prepararon tres tubos con 50 µl de sangre periférica heparinizada. A 

continuación, se añadieron las soluciones correspondientes a cada tubo: 

1. Control negativo (estado redox basal): 10 µl de DHR123. 

2.  Control positivo: 10 µl de DHR123 + 10 µl de PMA. 

3. Tubo test: 10 µl de DHR123 + 10 µl de la suspensión de E.coli. 

 

Los tubos se agitaron con vórtex y se incubaron a 37ºC en un incubador durante una hora. 

Tras la incubación, se lisaron los eritrocitos de las muestras con Versalyse Lysing Solution, 

añadiendo 500 µl (cetáceos) o 1 ml (pinnípedos). Se dejó actuar durante 10 minutos a 

temperatura ambiente en oscuridad, tras lo cual se lavaron 2 veces con 3 ml de PBS, 

centrifugando las muestras a 200 g durante 5 minutos. Finalmente, se retiró el sobrenadante 

y las muestras se resuspendieron en 300 µl de RPMI atemperado. Se añadió HO33342 a 3 

µg/ml a cada tubo y se incubaron durante 15 minutos a 37ºC. Previamente a su lectura en el 

citómetro de flujo, se añadió PI a 5 µg/ml a cada tubo para descartar las células muertas. Las 

muestras se analizaron en el citómetro lo antes posible (Figura 36). 

El citómetro fue configurado para medir la señal de FSC y de SSC, así como las fluorescencias 

emitidas por la rodamina 123 (exc 488 nm/em 525 nm), el Hoechst 33342 (exc 405 nm/em 

450 nm) y del PI (exc 561 nm/em 610 nm).  

Los leucocitos se identificaron empleando la señal SSC y la fluorescencia del Hoechst 33342 

(canal PB450, Figura 37 A). Las células muertas se seleccionaron como células negativas para 

el PI (Figura 37 B), y los agregados se eliminaron seleccionando las células individuales 

utilizando las señales FSC-A y FSC-H (Figura 37 C). Los monocitos y granulocitos se 

distinguieron morfológicamente (FSC y SSC) (Figura 37 D) y su capacidad fagocítica se evaluó 

midiendo la fluorescencia verde de la RH123 (canal FITC) formada durante el estallido 

respiratorio. En el tubo negativo se observaron algunos eventos positivos en el canal de la 

RH123, resultado de la oxidación de la DHR123 por las ROS generadas por el metabolismo 
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celular (Figura 37 E). En el control positivo tratado con PMA, prácticamente la totalidad de 

las células oxidan la DHR123 debido al drástico aumento de las ROS que produce dicha 

molécula (Figura 37 F). En el tubo estimulado con E.coli observamos la respuesta de las 

células fagocíticas ante el patógeno, presentando un porcentaje de células que han oxidado 

la DHR123 intermedio entre el control negativo y el positivo (Figura 37 G).  

Todos los resultados obtenidos con este Kit se analizaron con el programa CytExpert restando 

el porcentaje de células fagocíticas positivas a la fluorescencia verde de la RH123 del tubo 

negativo (estado redox basal) al porcentaje de células positivas a dicha fluorescencia en el 

tubo estimulado con E.coli 

 

 

Figura 36.  Protocolo para la evaluación de la capacidad de producción del estallido respiratorio. 

Adaptación del FagoflowEx a mamíferos marinos. 
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Figura 37. (A) Identificación de los leucocitos con HO. (B) Selección de las 

células vivas (PI-) (C) Descarte de los agregados con FSC-A y FSC-H. (D) 

Diferenciación de los monocitos y granulocitos de los linfocitos por 

morfología. (E) Tubo control negativo: estado redox basal celular (F) 

Tubo control positivo: prácticamente el total de las células fagocíticas 

son RH123+  tras estimularse con PMA. (G) Tubo estimulado con E.coli: 

se observa un elevado porcentaje de células RH123+. La población de 

linfocitos actúa como control negativo interno en el ensayo, pero se 

excluyen del cálculo del porcentaje de células fagocíticas que ingieren la 

bacteria. 
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4.2.2 Evaluación de la capacidad proliferativa de los linfocitos T. 

En este proyecto nos hemos centrado en estudiar la capacidad proliferativa de los linfocitos 

T empleando como mitógeno la concanavalina A (ConA). Para ello, nos hemos basado en un 

protocolo publicado en delfines anteriormente (Cámara-Pellisó et al., 2007). Todo el 

procedimiento se realizó en una campana de flujo laminar para asegurar la esterilidad de la 

muestra. 

En primer lugar, las células mononucleares (MNCs) fueron aisladas mediante gradiente de 

densidades diluyéndose la sangre heparinizada del animal en PBS estéril y filtrado en una 

proporción 1:1. Posteriormente se vertió cuidadosamente la dilución de sangre en un tubo 

con la mitad del volumen de Histopaque 1077 que de sangre diluida, evitando que ambas 

fases se mezclaran. El tubo se centrifugó a 800 g y 4ºC durante media hora quitando el freno 

de la centrífuga, tras lo cual las MNCs, principalmente linfocitos, formaron un anillo entre el 

plasma sanguíneo y la solución de Histopaque 1077 (Figura 38). 

Se recogieron cuidadosamente las células del anillo con una micropipeta y se colocaron en 

otro tubo, donde se enrasó la muestra hasta 10 ml con PBS estéril y filtrado para llevar a cabo 

los lavados. Para ello, se centrifugaron a 200 g y 4ºC durante 10 minutos (activando de nuevo 

el freno de la centrífuga). Tras varios lavados con PBS, se eliminaron de la muestra posibles 

restos de otras fases y finalmente se resuspendió en 500 µl de medio modificado para 

linfocitos. Posteriormente se evaluó la viabilidad celular en la Cámara de Neubauer con azul 

de tripano y se ajustó la suspensión de MNCs a 2,5 x106 células vivas/ml.  
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Figura 38. Aislamiento de los linfocitos por gradiente de densidad empleando Histopaque 1077. 
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A continuación, se dispuso una placa de 96 pocillos donde preparamos: 

1- Pocillos test sin tóxico: Sirvieron para evaluar la capacidad proliferativa fisiológica de los 

linfocitos. Añadimos: 100 µl de muestra con células, 50 µl de medio modificado para 

linfocitos y 50 µl del stock de ConA para alcanzar la concentración final deseada de 10 

µg/ml en el pocillo. 

1. Pocillos test con tóxico: Sirvieron para evaluar alteraciones en la capacidad proliferativa 

linfocítica de los animales ante la exposición a un contaminante. Añadimos: 100 µl de 

muestra con células, 50 µl del contaminante bajo estudio a una concentración cuatro 

veces superior a la concentración final deseada (diluido en medio modificado para 

linfocitos) y 50 µl de ConA  para alcanzar la concentración final deseada de 10 µg/ml en 

el pocillo. 

2. Pocillo control negativo sin células: Se empleó como control interno del experimento. 

Preparamos dos tipos de controles: (a) Añadimos: 200 µl de medio y (b) Añadimos: 150 

µl de medio y 50 µl de ConA. 

3. Controles negativos con células: Se empleó como control interno del experimento. 

Añadimos: 100µl de muestra con células y 100 µl de medio modificado para linfocitos. 

La placa se incubó a 37ºC en un incubador CO2 durante 48 horas, tras las cuales se añadieron 

a cada pocillo 20 µl de Alamar Blue y se dejaron incubar durante 24 horas más antes de su 

lectura en el espectrofotómetro. El Alamar Blue es un indicador de viabilidad celular basado 

en el poder reductor de las células vivas para transformar la resazurina del reactivo en 

resorufina, una molécula fluorescente. Las células vivas reducen constantemente la 

resazurina en resorufina, utilizándose como una medida cuantitativa de viabilidad y cantidad 

celular. Así pues, la intensidad del color rosa y fluorescencia detectables son indicadores del 

grado de proliferación celular de la muestra. Para detectar la reducción del Alamar Blue 

empleamos la función de espectrofotómetro del aparato VICTOR2 ™D midiendo la 

absorbancia de las muestras a 570nm y 620 nm. 

Para determinar el porcentaje de reducción del AlamarBlue se aplicó la siguiente formula 

recomendada por el fabricante: 

% 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛 =
117.216 × 𝑇570-80.586 T600

155.677 × 𝐶600 − 14.652 𝐶 570
𝑥100 
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Donde 117.216 es el coeficiente de extinción molar del Alamar Blue oxidado a 600 nm, 80,586 

a 570 nm, el 155,677 el coeficiente de extinción molar del Alamar Blue reducido a 570 nm, y 

el 14,652 a 600 nm. 𝑇570 es la absorbancia a 570 nm de los pocillos test, 𝑇600, a 600nm y 𝐶600 

y 𝐶 570 son las absorbancias a 600 y 570 nm de los pocillos control sin células (con medio, pero 

sin células). 

Tras ello, para determinar la proliferación relativa de la muestra se dividió el % de reducción 

de los pocillos con mitógeno entre el % de reducción de los pocillos con células pero sin 

estimulación con mitógeno. 

 

4.2.3 Detección de citoquinas extracelulares. 

 

Para estudiar si diferentes contaminantes empleados en el estudio eran capaces de alterar la 

producción de citoquinas en delfines empleamos el Kit Quantibody® Dolphin Cytokine Array 

1 (QAD-CYT-1- RayBiotech), un Kit específico para muestras de delfín capaz de medir 10 

citoquinas diferentes (IFN gamma, IL-1 beta, IL-1ra, IL-2, IL-6, IL-8, IL-13, IL-17, IP10, TNF 

Alpha). 

El Kit permite medir simultáneamente la concentración de todas las citoquinas en la muestra. 

Se proporciona un soporte que consiste en un portaobjetos dividido en 16 celdas. La base de 

cada celda está tapizada por múltiples spots o filas de anticuerpos. Cada fila está constituida 

por anticuerpos específicos para una citoquina en concreto, siendo su posición conocida, 

para el posterior análisis de los resultados (Figura 39). Puesto que disponíamos de 16 celdas, 

empleamos 8 de ellas para realizar la curva estándar y el control interno del Kit y 8 para 

nuestras muestras bajo estudio.  

Para evaluar si ciertos contaminantes son capaces de alterar los niveles de citoquinas en 

sangre de delfín, incubamos la sangre con cada tóxico durante 24 horas a 37ºC en un 
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incubador de CO2. Tras la incubación 

obtuvimos el plasma de cada muestra y lo 

empleamos en el estudio de detección de 

citoquinas.  

Añadimos 100 µl de las muestras 

(plasma) o los estándares a cada pocillo y 

las dejamos incubar a temperatura 

ambiente durante 2 horas. Durante este 

tiempo, las citoquinas presentes en cada 

muestra o estándar se unieron 

específicamente a sus anticuerpos unidos 

a la base del soporte. Tras la incubación, 

se realizaron varios lavados para eliminar 

los restos de la muestra no unidos 

específicamente al fondo y se añadió el 

cocktail de anticuerpos de detección 

proporcionado por el kit. Este cocktail 

está compuesto por anticuerpos 

específicos para las citoquinas pero 

capaces de unirse a otro epítopo 

diferente al que reconocen los 

anticuerpos de la base del soporte. Estos 

segundos anticuerpos van unidos a 

biotina. De esta manera, las citoquinas se 

reconocen por dos epítopos diferentes, 

cada uno de ellos reconocido por un 

anticuerpo diferente, formando una 

estructura similar a un “sandwich”. Se 

dejó incubar el porta durante toda la 

noche a 4ºC para el correcto 

reconocimiento y unión de los 

anticuerpos, tras lo cual se llevaron a cabo lavados para retirar el exceso de producto y se 

añadió estreptavidina (una proteína con gran afinidad por la biotina) conjugada con el 

Figura 39. Representación de uno de los 

portaobjetos proporcionados por el Kit (con 16 

pocillos) y detalle de los spots (lugares de unión de 

las citoquinas) presentes en cada pocillo. 

Figura 40. Fundamento del Kit Quantibody® 

Dolphin Cytokine Array 1. 
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fluorocromo Cy3.  Las muestras se dejaron incubar con la estreptavidina conjugada con el 

fluorocromo durante una hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras la incubación, 

se retiró el exceso de producto y se realizaron lavados. Una vez secado el portaobjetos, se 

visualizó la imagen en el escáner y se analizaron los resultados con el programa GenePix® Pro 

7 Microarray Acquisition & Analysis Software (Figura 40).  

 

4.2.4 Análisis del potencial de membrana mitocondrial (PMM) en sangre periférica. 

 

Para la detección del PMM se empleó el compuesto tetramethylrhodamine methyl ester 

perchlorate (TMRM), un fluorocromo lipofílico y catiónico que es permeable a las células. 

Una vez en el interior celular, las mitocondrias activas lo secuestran en proporción al PMM, 

exhibiendo el TMRM su fluorescencia roja. Esta fluorescencia, por tanto, es mayor cuanto 

mayor sea el PMM. Para no alterar la función mitocondrial al añadir este compuesto, se debe 

emplear a concentraciones menores a 1 µM (Creed y Mckenzie, 2019). En concreto, 

estudiamos el potencial de membrana mitocondrial en los leucocitos de belugas, morsas y 

principalmente en delfines.  

Para ello se añadieron 50µl de sangre heparinizada del animal en un tubo de citómetro y se 

lisaron con Versalyse Lysing Solution (500 µl en cetáceos y 1 ml en pinnípedos). Tras los 10 

minutos de incubación con el lisante, la muestra se lavó con 3 ml de PBS centrifugando a 200 

g durante 5 minutos. Tras retirar el sobrenadante las células se resuspendieron en 300 µl de 

RPMI con TMRM a 100 nM.  Añadimos Vybrant Dye Cycle Green (VDC Green) a una 

concentración final de 10 µM. El VDC Green es un marcador nuclear permeable a las células 

vivas que nos permite distinguir los leucocitos de los restos de eritrocitos y del debrís celular. 

Las muestras se agitaron con vórtex y se incubaron a 37ºC en un incubador durante 15 

minutos. Finalmente se añadió 3 µg/ml de DAPI previamente a la adquisición en el citómetro 

de flujo (Figura 41). 

El citómetro fue configurado para medir la señal de Forward Scatter (FSC) y de side scatter 

(SSC) así como las fluorescencias emitidas por el VDC Green (exc 488nm/em 525nm, canal 

FITC), DAPI (exc 405 nm/em 450nm, canal PB450) y TMRM (exc 561nm/em 585-610nm, 

canales PE y ECD). 
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La selección de poblaciones se muestra en la Figura 42. Los leucocitos se identificaron 

empleando el marcador nuclear VDC-Green, considerándose las células positivas a la 

fluorescencia verde como células nucleadas (Figura 42 A). Las células muertas se descartaron 

seleccionando los eventos negativos a la fluorescencia del DAPI (Figura 42 B) y los agregados 

celulares se eliminaron enfrentando las señales de FSC-A y FSC-H (Figura 42 C). 

Posteriormente, se midió la intensidad media de fluorescencia (IMF) del TMRM en los 

leucocitos vivos y no agregados, empleando para ello el canal de fluorescencia PE (Figura 42 

D). El análisis de los resultados se realizó con el programa CytExpert empleando los mismos 

gráficos que en la adquisición de muestras (Figura 41) y los resultados de cada animal se 

exportaron a una hoja Excel. 

 

 

Figura 41. Protocolo adaptado a mamíferos marinos para la evaluación del potencial de membrana 

mitocondrial leucocitario. 
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Figura 42. (A) Identificación de los leucocitos con VDC-Green. (B) Discriminación de las células vivas con 

DAPI. (C) Descarte de los agregados celulares. (D) Medida de la IMF del TMRM en el canal PE. 

A B 

C D 



105 
 

4.2.5 Análisis de apoptosis y necrosis celular en sangre periférica. 

 

Durante el proceso de apoptosis, las células exponen la fosfatidilserina (PS) a su superficie, 

tras lo cual, la membrana se va fragmentando, dejando el núcleo expuesto, hasta perderse 

por completo derivando en una necrosis secundaria (Figura 43). 

 

 

 

 

 

 

 

 

En primer lugar, se lisaron 100 µl de sangre con Versalyse Lysing Solution (500 µl ó 1 ml según 

la especie). Tras 10 minutos a temperatura ambiente, las muestras se lavaron con 3 ml de 

PBS centrifugando a 200 g durante 5 minutos. Se retiró el sobrenadante y las células se 

resuspendieron en 100 µl de tampón de unión de anexina, se añadieron 2 µl de Anexina V-

FITC, 1 µl de PI (proporcionados en el kit de Anexina V-FITC/PI) y 1 µl de Hoechst 33342 (1 

mg/ml). Las muestras se incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 

minutos, tras lo cual se añadieron 200 µl de tampón de anexina. Las muestras se analizaron 

en el citómetro de flujo lo antes posible, manteniéndose en hielo hasta ese momento (Figura 

44). 

 

 

 

Figura 43. Proceso de apoptosis y necrosis secundaria. En apoptosis temprana la célula expone la PS 

pero su membrana permanece intacta. En apoptosis tardía esta se fragmenta dejando expuesto el 

núcleo, y acaba por perderse en las células necróticas. 
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El citómetro de flujo se configuró para medir las señales FSC, SSC, la fluorescencia de la 

Anexina V-FITC (exc 488nm/em 525 nm), la fluorescencia del PI (exc 561 nm/em 610 nm) y la 

fluorescencia de Hoechst (exc 405 nm/ em 450 nm).  

 

 

 

 

Figura 44. Protocolo para la evaluación de la viabilidad celular, apoptosis y necrosis de los leucocitos 

en mamíferos marinos. 
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En primer lugar, se identificaron los leucocitos como los eventos positivos a la fluorescencia 

del Hoechst 33342 (Figura 45 A). Seleccionando esta población, se eliminaron los agregados 

celulares utilizando las señales de FSC-A y FSC-H (Figura 45 B). Tras la selección de leucocitos 

individuales, se discriminaron las células vivas, apoptóticas tempranas, apoptóticas tardías y 

necróticas en base a la expresión de PS en la cara externa de la membrana plasmática y al 

estado de su membrana celular. Las diferentes subpoblaciones se visualizaron en el dot plot 

de Anexina V-FITC y PI (Figura 45 C): las células vivas (Anexina –/ PI -) no expresan PS en la 

cara externa de su membrana y ésta es impermeable al PI, las células apoptóticas tempranas 

(Anexina +/ PI -) exponen la PS en la cara externa de su membrana, pero siguen siendo 

impermeables al PI.  En la región de células Anexina +/ PI + encontramos una mezcla de 

células apoptóticas tardías, que exponen la PS en su cara externa y son permeables en mayor 

o menor medida al PI, y de necróticas, que son permeables al PI y pueden marcarse con 

Anexina V de forma inespecífica al poder penetrar a través de la membrana dañada y unirse 

a la PS que se encuentra en la cara interna de la membrana. La región de células Anexina-/PI+ 

son células necróticas, en las que los núcleos quedan desnudos al producirse la pérdida total 

de la membrana plasmática.  

Figura 45. (A) Identificación de los leucocitos con Hoechst. (B) Descarte de los agregados celulares 

mediante FSC-A y FSC-H. (C) Seleccionando las células individuales: Identificación de las células vivas 

(Anex -/PI-), apoptóticas tempranas (Anex +/PI-), apoptóticas tardías (Anex +/PI+) y necróticas (Anex -

/PI+). 

A C B 
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El análisis de los resultados se llevó a cabo con el programa CytExpert, determinando el 

porcentaje de células vivas, apoptóticas tempranas, apoptóticas tardías y necróticas en cada 

muestra. En los ensayos de inmunotoxicología, las muestras expuestas al contaminante se 

compararon con las muestras control para determinar si el xenobiótico produjo algún efecto 

en la viabilidad, apoptosis y/o necrosis celular. 

 

4.3 Establecer un rango de valores de referencia para la capacidad fagocítica, el 

estado redox y el potencial de membrana mitocondrial fisiológicos en 

animales sanos de cada especie. 

 

Establecimos un rango de valores de referencia en animales sanos de cada una de las 

especies, para cada uno de los siguientes parámetros inmunitarios: 

1. Capacidad de ingestión del patógeno por parte de las células fagocíticas 

2. Capacidad de producción del estallido respiratorio por parte de las células fagocíticas 

3. Estado redox basal de las células fagocíticas 

4.  PMM fisiológico de los leucocitos 

Para ello, en primer lugar, en cada individuo se calculó la mediana de los resultados 

obtenidos durante los diferentes días en que fue muestreado, descartando los resultados 

obtenidos los días en que los animales presentaron algún problema de salud.  

A partir del dato de la mediana de cada animal, para cada especie se calculó la media y el 

error estándar de los resultados obtenidos en toda la población, obteniendo así un rango de 

valores de referencia (media±SEM) para cada parámetro en individuos sanos en cada una de 

las especies por separado.  

A partir de los valores de referencia extraídos en este estudio con muestras de animales 

sanos se pudieron evaluar alteraciones en cada parámetro inmunitario ante la exposición a 

determinados contaminantes, patologías o estrés.  
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Los datos más robustos fueron obtenidos en delfines, puesto que el tamaño poblacional era 

el mayor, así como el número de muestras extraídas por individuo.  

Esta metodología fue útil para el control interno de los animales del estudio, pero para 

extrapolar los resultados a otros acuarios sería conveniente realizar estudios rutinarios con 

poblaciones de animales albergadas en diferentes centros zoológicos.  

 

5. Caracterización de la funcionalidad plaquetaria en animales sanos. 

Para evaluar si el estrés crónico, la exposición a algunos xenobióticos o determinadas 

patologías pueden alterar la funcionalidad plaquetaria en mamíferos marinos y por tanto 

predisponerlos a padecer problemas hemostáticos, debimos estudiar primero cómo 

funcionan las plaquetas en animales sanos. Para ello, el primer paso fue identificar un 

marcador plaquetario útil para cada una de las especies bajo estudio. Para la evaluación de 

la función plaquetaria se estudiaron dos fases de la activación de las plaquetas: el aumento 

de calcio citosólico y la liberación de micropartículas. Por otro lado, se puso a punto la 

metodología para detectar y cuantificar plaquetas reticuladas en delfines, belugas y leones 

marinos. Las plaquetas reticuladas o inmaduras se incrementan en sangre ante un proceso 

hemorrágico, suponiendo su identificación y cuantificación una herramienta muy útil en el 

diagnóstico precoz y seguimiento de la evolución de enfermedades de tipo hemorrágico. El 

estudio de la activación plaquetaria, la detección de micropartículas y de plaquetas 

reticuladas son técnicas totalmente novedosas en mamíferos marinos. Nunca antes se habían 

llevado a cabo estudios de este tipo en estas especies, lo cual supone un novedoso aporte al 

campo de la clínica veterinaria y la investigación de cetáceos y pinnípedos.  

5.1 Evaluación de la activación plaquetaria a través del estudio de dos de sus fases 

en animales sanos. 

5.1.1 Identificación de un marcador plaquetario en mamíferos marinos adecuado para 

citometría de flujo. 

Como hemos mencionado anteriormente, no existen anticuerpos comerciales contra las 

células de estas especies, por lo que estudiamos si existía reactividad cruzada con anticuerpos 

comerciales contra células humanas. Para ello, se prepararon dos tubos; uno negativo (sin 
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anticuerpo) y otro positivo (con anticuerpo). En cada tubo se añadieron 100 µl de sangre 

entera citratada y en el tubo positivo se añadió el volumen de anticuerpo especificado por el 

fabricante. Tras agitar los tubos durante unos segundos, se dejaron incubar a temperatura 

ambiente y en oscuridad durante 30 minutos. Finalmente, las muestras se diluyeron en una 

proporción 1:200 en PBS y se analizaron en el citómetro. El anticuerpo contra CD41-PE (Clone 

P2, Beckman Coulter) resultó útil para identificar las plaquetas en delfines, belugas, morsas, 

leones marinos y focas, como se muestra en la Figura 46. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.2 Estudio de la movilización de calcio intraplaquetario.  

Para desarrollar una técnica útil en el estudio de la movilización de calcio intraplaquetario en 

estas especies nos basamos en la metodología que puso a punto nuestro mismo grupo 

anteriormente para muestras humanas (Monteiro et al., 1999; Monteiro et al., 2003).  

Figura 46. (A) Tubo marcado con el anticuerpo frente a CD41-PE (Clone P2, Beckman 

Coulter), donde se observa el marcaje positivo de las plaquetas. Por tamaño relativo 

(FSC), podemos distinguir las plaquetas libres y las plaquetas agregadas a otros tipos 

celulares como los leucocitos o eritrocitos. Los eventos con menor FSC se 

corresponden con plaquetas fragmentadas, restos plaquetarios e incluso 

micropartículas. (B) Histograma del marcaje con CD41. 

 

A B 
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Previamente a la realización del protocolo con las muestras de los animales se preparó el 

tampón Tyrode modificado para la correcta conservación de las plaquetas durante el 

procesamiento de las muestras. Cada día antes de comenzar el experimento se preparó el 

tampón Tyrode rico en calcio. Dado que el tampón está libre de calcio, la mayoría del calcio 

que se moviliza hacia el citosol procede de los reservorios internos de la plaqueta, y no del 

espacio extracelular. 

La sangre citratada del animal se diluyó en una proporción 1:10 con tampón Tyrode 

completo. A la dilución se añadió Fluo-4 AM a una concentración final de 5 µM. Las muestras 

se agitaron cuidadosamente con los dedos para no dañar la integridad de las plaquetas y se 

incubaron a 37ºC en un incubador durante 15 minutos. Transcurrido este período, se 

incubaron 25 µl de la suspensión marcada con Fluo-4-AM con 5 µl del anticuerpo CD41-PE 

durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Por norma general se 

prepararon dos tubos por cada muestra original y en un primer momento se realizaron 

también controles negativos (Figura 48 D). Tras la incubación con el anticuerpo, las muestras 

se resuspendieron en 500 µl de tampón Tyrode completo y se transfirieron a microtubos o 

tubos de 1,5 ml, quedando listas para su adquisición en el citómetro. Las muestras se 

analizaron lo antes posible, normalmente inmediatamente tras su preparación. 

El citómetro de flujo se configuró para medir las señales FSC, SSC, la fluorescencia del Fluo-4 

(exc 488nm/em 525 nm), la fluorescencia del CD41-PE (exc 561nm/em 585 nm) y el tiempo. 

Todas las señales se adquirieron en amplificación logarítmica.  

Las plaquetas se identificaron empleando la señal de FSC y la fluorescencia del anticuerpo 

CD41-PE, considerando los eventos positivos a la PE y con menor señal de FSC las plaquetas 

no unidas a otras células. Aquellas con mayor señal de FSC se consideraron plaquetas unidas 

o coincidentes con leucocitos o eritrocitos (Figura 47 A). Los agregados plaquetarios se 

descartaron empleando las señales de pico y área del FSC (Figura 47 B). Tras seleccionar 

únicamente las plaquetas no agregadas, se evaluó la respuesta de éstas a la adición de ADP. 

En un principio, por cada animal se prepararon dos tubos de muestra para evaluar la 

estimulación con 12 µM y 24 µM de ADP por separado, basándonos de nuevo en la 

bibliografía previa (Monteiro et al., 1999). Para la obtención de los valores de referencia 

fisiológicos y los estudios de toxicología in vitro se empleó el ADP a 24 µM. La movilización 

del Ca2+ intracelular en respuesta a la estimulación con ADP se evaluó cinéticamente, 
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observando los cambios en la concentración de Ca2+  citosólico a lo largo de la adquisición de 

la muestra. Las muestras se adquirieron durante 10 minutos en el estudio de movilización de 

Ca2+ citosólico fisiológico en animales sanos y durante 5 minutos en los estudios de 

toxicología in vitro. Se registró la intensidad de fluorescencia del Fluo-4 en el tiempo 

empleando un dot plot que enfrentara ambos parámetros (Figura 47 C). La concentración de 

Ca2+ citosólico basal (sin estimular con ADP) se registró durante 20-50 segundos, tras los 

cuales se añadió el ADP mientras la muestra seguía adquiriéndose en el citómetro de flujo. 

Para ello, el ADP se introdujo en la muestra con una micropipeta y rápidamente se mezcló 

con ésta con ayuda de una pipeta Pasteur. En todo momento el citómetro siguió adquiriendo 

muestra, sin existir por tanto ninguna brecha temporal entre la adición del estímulo y la 

lectura del resultado. Tras la estimulación con ADP, el citómetro siguió adquiriendo la 

muestra hasta el tiempo final de adquisición, registrando los cambios en la fluorescencia de 

Fluo-4 a lo largo del tiempo. 

El análisis de los resultados se llevó a cabo con el software Flowjo, utilizando la misma 

estrategia de selección mediante gates en los histogramas que en la adquisición de muestras. 

La movilización de Ca2+ intraplaquetario fue representada en un dot plot que enfrentó la señal 

de fluorescencia del Fluo-4 y el tiempo (Figura 48 A). Se establecieron ocho regiones 

rectangulares que dividían el dot plot para realizar un seguimiento de las variaciones de la 

intensidad de fluorescencia del Fluo-4 en el tiempo. (Figura 48 B) La región 1 corresponde a 

la fluorescencia basal de Fluo-4 antes de activar las plaquetas con ADP. La región 2 incluye el 

pico de fluorescencia tras la estimulación plaquetaria con ADP debido al consiguiente 

aumento de Ca2+ citosólico. Las regiones 3 a 7 miden los cambios en la intensidad media de 

fluorescencia de Fluo-4 con el tiempo y la región 8 proporciona la medida final tras los 5 ó 10 

minutos de adquisición de la muestra. 
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Figura 47. (A) Identificación de las plaquetas no unidas a eritrocitos o leucocitos empleando la señal 

de FSC y la fluorescencia del anticuerpo frente a CD41. (B) Descarte de las plaquetas agregadas a otras 

plaquetas enfrentando las señales de FSC-A y FSC-H. (C) Cinética de la intensidad de fluorescencia del 

Fluo-4 en el tiempo antes y después de la adición de ADP en el segundo 25. (D) Control negativo 

adicionando PBS en lugar de ADP. 

C 

B A 

D 
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De cada región (1-8) se obtuvieron la media del tiempo y la media de la intensidad de 

fluorescencia del Fluo-4 (medida en FAU). Estos valores se representaron en un gráfico 

(Figura 48 B y C), a partir del cual se calcularon los siguientes valores: 

 

▪ Parámetros relacionados con la activación plaquetaria tras la adición de ADP. 

 

- Ratio o cociente entre la intensidad media de fluorescencia de Fluo-4 en el pico y en 

el punto basal. Este parámetro nos informa de las veces que el Ca2+ citosólico se 

incrementa tras la estimulación con ADP en el punto máximo con respecto a la 

concentración basal de la plaqueta en reposo. 

- Delta o diferencial entre la intensidad media de fluorescencia de Fluo-4 en el pico y 

en el punto basal. Este parámetro nos informa de la diferencia entre la 

concentración de Ca2+ citosólico entre las plaquetas activadas en el punto máximo y 

las plaquetas en reposo empleando como medida la IMF del Fluo-4 (FAU). 

Figura 48. (A) Regiones 1 a 8 en el dot plot que enfrenta fluorescencia del Fluo-4/tiempo en Flowjo. (B) 

Gráfico de los valores de intensidad media de fluorescencia y de tiempo en cada región representados 

en una gráfica. (C) Pendiente de la recta desde el punto 2 al punto 8 (pico y punto final). 

 

A B C 
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- Tiempo desde la adición de ADP hasta el pico de fluorescencia de Fluo-4 (segundos). 

Este parámetro mide el tiempo de respuesta de las plaquetas tras el estímulo de 

ADP. 

 

▪ Parámetros relacionados con la recuperación plaquetaria a su estado de reposo tras 

la estimulación con ADP. 

 

- Ratio o cociente entre la intensidad media fluorescencia de Fluo-4 en el punto final 

y en el punto basal. Este parámetro muestra las veces que aumenta el Ca2+ citosólico 

que permanece en las plaquetas activadas tras los 10 minutos de adquisición con 

respecto a la concentración de Ca2+ de las plaquetas en reposo. 

- Delta o diferencial entre la intensidad media de fluorescencia de Fluo-4 en el punto 

final y en el punto basal. Este parámetro indica la diferencia entre el Ca2+ citosólico 

que permanece en la plaqueta activada tras los 10 minutos de adquisición y la 

concentración de Ca2+ en las plaquetas en reposo empleando como medida la IMF 

del Fluo-4 (FAU). 

- Pendiente de la fluorescencia de Fluo-4 desde su pico hasta el punto final. Este 

parámetro mide la velocidad de recuperación de la concentración de Ca2+ tras la 

activación con ADP. 

 

Por otro lado, también se registró la concentración de plaquetas en la muestra contabilizando 

las plaquetas individuales por microlitro. 

Otro agonista fisiológico de las plaquetas es la trombina. El protocolo se puso a punto 

también con este agonista, aunque, rutinariamente las muestras se estimularon con ADP. En 

el caso de estimularse con trombina, se añadió el péptido GPRP a una concentración de 2,5 

mM al tiempo que se adicionó el anticuerpo, incubándose conjuntamente. El GPRP es un 

inhibidor de la la polimerización de la fibrina. En el momento de estimular la muestra se 

utilizó trombina a una concentración final de a 0,05 ó 0,5 U/ml. El resto del protocolo y del 

análisis se llevó a cabo del mismo modo que empleando ADP como estímulo. 
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5.1.3 Expresión de la superficie procoagulante y liberación de micropartículas 

plaquetarias (MPPs). 

 

La detección de MPPs y el seguimiento a tiempo real de la exposición de fosfatidilserina (PS) 

y formación de MPPs en cetáceos y pinnípedos suponen una nueva herramienta en estudios 

fisiopatológicos y toxicológicos en estas especies.  

Para ello, se adaptó un protocolo previamente descrito en humanos (Ponomareva et al., 

2017) a estas especies. En primer lugar, se preparó una dilución 1:10 de sangre citratada del 

animal diluida en tampón Tyrode completo. En un nuevo tubo se dispensaron 100 µl de la 

dilución, a los que se añadieron 20 µl del anticuerpo frente a CD41 (CD41-PE, clon P2), 2 µl 

de Anexina V-FITC  y 150 µl de tampón de unión de anexina. Las muestras se incubaron a 

37ºC en un incubador de CO2 durante 10 minutos, tras los cuales se añadieron 2 ml de tampón 

de unión de anexina a cada tubo. Se dispensaron 500 µl de la suspensión marcada a un 

microtubo, para su adquisición en el citómetro de flujo. La lectura de las muestras en el 

citómetro de flujo se llevó a cabo lo antes posible, siempre durante la primera hora tras su 

preparación. 

 El citómetro de flujo se configuró para medir las señales FSC, SSC, la fluorescencia de la 

Anexina V-FITC (exc 488nm/em 525 nm), la fluorescencia de CD41-PE (exc 561nm/em 585 

nm) y el tiempo. Para optimizar la detección de las micropartículas plaquetarias, se utilizó la 

señal de SSC procedente de láser violeta (405 nm, VSSC), ya que esta señal facilita la 

amplificación de las diferencias en los índices de refracción entre las partículas y su medio 

circundante, aumentando la capacidad de detección de exosomas, microvesículas y 

nanopartículas. Todas las señales se adquirieron en amplificación logarítmica. 

A partir de estas muestras se pudieron detectar los niveles de MPPs basales en la sangre del 

animal y se pudo evaluar la formación en tiempo real de micropartículas al estimular las 

plaquetas con agonistas como el ADP o el ionóforo de calcio A23187. Tras la activación, las 

plaquetas (eventos CD41 positivos) exponen PS en la cara externa de la membrana y liberan 

micropartículas plaquetarias, también con contenido en PS y positivas a la fluorescencia del 

anticuerpo CD41-PE. Esta PS es detectable mediante el uso de la Anexina V-FITC, que se une 

a ella y emite fluorescencia. 

Así pues, las muestras se pudieron analizar de dos formas: 
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▪ Detección de los niveles de MPPs basales en la sangre del animal. 

En las muestras que se emplearon para la detección de los niveles basales de micropartículas, 

se analizaron los resultados directamente, sin estimular la muestra con ningún agonista. En 

primer lugar, se identificaron los eventos positivos a la fluorescencia del anticuerpo frente a 

CD41 (Figura 49 A). Seleccionando únicamente los eventos marcados con el anticuerpo 

(plaquetas y MPPs), distinguimos el porcentaje de plaquetas en reposo, de plaquetas 

activadas y de MPPs. Las plaquetas y las micropartículas se distinguieron en base al tamaño 

relativo de los eventos, considerándose aquellos con mayor señal de FSC las plaquetas y los 

de menor señal de FSC las micropartículas. Entre las plaquetas se pudieron distinguir las 

plaquetas en reposo, que no presentan la PS expuesta en la superficie, y por tanto son 

negativas para la fluorescencia de la Anexina V, y las plaquetas activadas, que exponen la PS 

en la superficie y por tanto son Anexina V positivas. Por su parte, los eventos con menor FSC 

y positivos a la fluorescencia de la Anexina V se consideraron como MPPs (Figura 49 B). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 49. (A) Identificación de las plaquetas y las micropartículas plaquetarias mediante el uso del 

anticuerpo contra CD41. (B) A partir de los eventos positivos a CD41-PE, distinción entre plaquetas 

en reposo, plaquetas activadas y micropartículas plaquetarias en base al tamaño relativo (FSC) y a 

la exposición de fosfatidilserina (empleando la Anexina V como marcador de PS). 

 

A B 
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El análisis de los resultados se llevó a cabo con el programa CytExpert, con el que se registró 

la concentración de plaquetas en reposo, plaquetas activas y MPPs en la muestra 

(eventos/µl), los eventos totales tras 10 minutos de adquisición y el porcentaje de cada 

población respecto al total de eventos CD41 positivos (Figura 50). Para conocer el valor real 

en la sangre entera del animal se multiplicaron los resultados de concentración y eventos 

totales por el factor de dilución (x230). 

 

 

 

 

 

 

▪ Evaluación de la exposición de PS y liberación de MPPs a tiempo real tras estimular 

con un agonista. 

En las muestras que se emplearon para la evaluación de la exposición de PS en las plaquetas 

y la liberación de MPPs, se empleó el ionóforo de calcio A23187 como agonista plaquetario. 

La respuesta ante el estímulo se registró a tiempo real durante 10 minutos, de forma similar 

a la empleada en el protocolo para el estudio de la movilización de Ca2+ intraplaquetario 

detallado anteriormente. 

En este caso, las plaquetas y MPPs se identificaron empleando la señal de SSC procedente 

del láser violeta (VSSC) y la fluorescencia del anticuerpo anti-human CD41-PE (Figura 51 A y 

D). Tras seleccionar la región CD41 positiva, se evaluó la respuesta de las plaquetas a tiempo 

real al ionóforo de calcio A23187 mediante el estudio cinético de la intensidad de 

fluorescencia de la Anexina V y de la señal de FSC en el tiempo. Las señales de Anexina V y 

FSC basales se registraron durante 20-50 segundos, tras los cuales se añadió 1µl de A23187 

(10 mg/ml en DMSO) mientras la muestra seguía adquiriéndose en el citómetro, del mismo 

Figura 50. Tras el análisis y diferenciación de las poblaciones de plaquetas activadas, en reposo y MPPs 

se llevó a cabo el registro de la concentración, los eventos totales y el porcentaje de cada población 

en la muestra empleando el programa CytExpert. 
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modo que el detallado en el apartado anterior. Los cambios a lo largo del tiempo de la 

intensidad de fluorescencia de la Anexina V (dados por la exposición de PS) y de la señal FSC 

(por la disminución de tamaño al producirse las micropartículas) se registraron durante 10 

minutos (Figura 51 E y F). En el caso del tubo negativo, se añadió 1 µl de DMSO en lugar del 

ionóforo, y no se observó ningún cambio en las señales de Anexina V y FSC (Figura 51 B y C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. Tubo negativo: (A) Identificación de las plaquetas en sangre entera con CD41-PE. (B) 

Ausencia de exposición de la PS a la superficie plaquetaria y (C) ausencia de cambios en la señal FSC 

al añadir DMSO. Tubo positivo: (D) Identificación de plaquetas y MPPs marcadas con CD41-PE tras 

estimular con A23187. (E) Aumento en la exposición de PS y (F) disminución de la señal FSC al 

estimular con el ionóforo de calcio. 

 

A B C 

D E F 
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El análisis de los resultados se llevó a cabo con el software Flowjo, utilizando la misma 

estrategia de selección mediante regiones que en la adquisición de muestras. Los cambios en 

las señales de Anexina V y de FSC en el tiempo fueron representados en dot plots. Se 

establecieron regiones rectangulares dividiendo estos dot plots para realizar un seguimiento 

de las variaciones de la intensidad de fluorescencia de la Anexina V y del FSC en el tiempo. En 

el caso del dot plot Anexina V/tiempo, la región A se corresponde con la intensidad de 

fluorescencia basal de Anexina V en las plaquetas en reposo. Tras estimular con el ionóforo, 

se observó un aumento en la intensidad media de fluorescencia de la Anexina V, debido a 

que las plaquetas se activaron y externalizaron la PS, uniéndose la Anexina V a ella e 

incrementándose su señal de fluorescencia. El pico de fluorescencia tras la estimulación se 

corresponde con la región B. A partir de ese momento, las regiones C a E registraron los 

cambios en la exposición de PS en el tiempo hasta los 10 minutos de adquisición (Figura 52 

A). En el caso de la señal de FSC, la región 1 nos informa del tamaño relativo basal de las 

plaquetas antes de ser activadas por el ionóforo de calcio. Tras su estimulación con este 

agonista fuerte (no fisiológico), las plaquetas acabaron por fragmentarse en micropartículas 

de modo irreversible, por lo que el FSC disminuyó progresivamente con el tiempo. Estos 

cambios en el FSC se registraron empleando regiones (Figura 52 B).  

A partir de estas regiones calculamos diferentes parámetros de la exposición de PS tras la 

estimulación de las plaquetas y de la liberación de MPPs. 

En el caso de la cinética de la señal de FSC con el tiempo, se obtuvo para cada región (regiones 

1 a 5) la media del valor de FSC y la media del tiempo en segundos. Estos valores se graficaron 

(Figura 52 D) y se calculó la pendiente de la recta que formaban, para cuantificar la velocidad 

de disminución del tamaño relativo de los eventos tras estimular las plaquetas con el 

ionóforo.   

En el caso de la cinética de la intensidad de fluorescencia de la Anexina V con el tiempo, de 

cada región (A-E) extrajimos la media del tiempo y la media de la intensidad de fluorescencia 

de la Anexina V (medida en FAU). Estos valores se representaron en un gráfico (Figura 52 C), 

a partir del cual se calcularon los siguientes valores: 
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- Ratio o cociente entre la intensidad media de fluorescencia de Anexina V en el pico 

y en el punto basal. Este parámetro nos informa de las veces que la exposición de 

PS se incrementa en el punto máximo tras la estimulación con A23187 con respecto 

a la exposición en las plaquetas de la muestra no estimulada. 

- Delta o diferencial entre la intensidad media de fluorescencia de Anexina V en el 

pico y en el punto basal. Este parámetro nos informa de la diferencia entre la 

exposición de PS entre las plaquetas de la muestra estimulada y las de la muestra 

sin estimular empleando como medida la IMF de la Anexina V (FAU). 

A B 

D C 

Figura 52. (A) Regiones A a E en el dot plot que enfrenta fluorescencia de la Anexina V/tiempo en Flowjo. 

(B) Regiones 1 a 5 en el dot plot que enfrenta FSC/tiempo en Flowjo. (C) Representación gráfica y 

pendiente de los valores de intensidad media de fluorescencia y de tiempo medio en cada región.(D) 

Representación gráfica y pendiente de los valores de señal FSC y de tiempo medio en cada región. 
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- Tiempo desde la adición del A23187 hasta el pico de fluorescencia de Anexina V 

(segundos). Este parámetro mide el tiempo de respuesta de las plaquetas tras la 

adición del ionóforo de calcio. 

- Ratio o cociente entre la intensidad media fluorescencia de Anexina V en el punto 

final y en el punto basal. Este parámetro muestra las veces que aumenta la 

exposición de PS tras la activación plaquetaria y formación de MPPs a los 10 minutos 

de adquisición con respecto a la exposición de PS en la muestra sin estimular. 

- Delta o diferencial entre la intensidad media de fluorescencia de Anexina V en el 

punto final y en el punto basal. Este parámetro indica la diferencia entre la 

exposición PS tras la activación plaquetaria y formación de MPPs a los 10 minutos 

de adquisición y la exposición de PS en la muestra no estimulada. 

- Pendiente de la fluorescencia de Anexina V desde su pico hasta el punto final. Este 

parámetro mide la velocidad de exposición de PS en las plaquetas tras ser 

estimuladas con el A23187. 

 

 

 

5.2 Detección de los niveles de plaquetas reticuladas. 

Las plaquetas reticuladas son plaquetas inmaduras que contienen ARN. Si bien en mamíferos 

marinos es posible distinguir la presencia de plaquetas inmaduras en un contador 

hematológico morfológicamente en base a su tamaño, la tinción de ARN por citometría de 

flujo no se ha llevado a cabo en estas especies anteriormente. La medida simultánea de 

ambos parámetros puede mejorar el diagnóstico de enfermedades incipientes y la 

monitorización de animales en recuperación. 

Para ello, se adaptó por primera vez en estas especies un protocolo empleado en medicina 

humana (Hedley et al., 2015). Empleamos el naranja de tiazol (TO) del Kit BD Retic-Count™ 

de Becton Dickinson, que fue diseñado para detectar reticulocitos, pero resultó igualmente 

útil para detectar plaquetas reticuladas en mamíferos marinos. 

Se prepararon dos tubos (control negativo y tubo positivo) y en cada uno se añadieron 5 µl 

de sangre entera citratada del animal, 2 µl del anticuerpo anti-human CD41-PE (clon P2) y 

100 µl de PBS. Los tubos se agitaron y se incubaron a temperatura ambiente y oscuridad 

durante 15 minutos. Tras el marcaje con el anticuerpo, se añadió 1 ml de PBS al control 
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negativo y 1 ml de TO a una concentración de 0,002 µg/ml al tubo positivo. Los tubos se 

incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 minutos, tras lo cual se 

añadieron 250 µl de paraformaldehido (PFA) al 1% para fijar las células. Posteriormente, se 

diluyeron las muestras fijadas en PBS en una proporción 1:4. Las muestras se conservaron a 

4ºC y se analizaron en el citómetro de flujo 24 horas más tarde. 

 

El citómetro de flujo se configuró para medir las señales FSC, SSC, la fluorescencia del TO (exc 

488 nm/em 525 nm) y la fluorescencia del CD41-PE (exc 561nm/em 585 nm). Todas las 

señales se adquirieron en amplificación logarítmica. 

 

En primer lugar, se seleccionaron las plaquetas como los eventos positivos a la fluorescencia 

del CD41-PE y menor señal de FSC. En base a estas señales se pudieron diferenciar también 

los restos celulares, los glóbulos rojos y las posibles coincidencias con eritrocitos que 

pudieran quedar tras eliminar los agregados (Figura 53 A).  Posteriormente, se descartaron 

los agregados de plaquetas empleando las señales de pico y área del FSC (Figura 53 B). Tras 

seleccionar las plaquetas individuales, se determinó el porcentaje de plaquetas que 

contienen ARN empleando la fluorescencia del TO. En el tubo negativo no se aprecian 

eventos positivos a la tinción de TO (Figura 53 C y E). En el tubo positivo, se observa un 

pequeño porcentaje de plaquetas inmaduras en animales sanos (Figura 53 D), que se eleva 

en animales con trombocitopenia. En este caso mostramos la imagen de un animal 

recuperándose de una hemorragia crónica (Figura 53 F). 

El análisis de los resultados se llevó a cabo con el programa CytExpert, determinando el 

porcentaje de plaquetas reticuladas en cada individuo comparando el tubo positivo con el 

control negativo. 
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Figura 53. (A) Identificación de las plaquetas en base a su unión al anticuerpo frente a CD41 y a su 

tamaño relativo. También se diferencian debrís, otras células sanguíneas de mayor tamaño, 

principalmente eritrocitos y uniones entre células y plaquetas. (B) Descarte de los agregados 

enfrentando FSC-A y FSC-H.  (C) Control negativo en un león marino sano, sin teñir con naranja de 

tiazol (NT). (D) Tubo positivo del animal sano, en el que se observa casi un 3% de las plaquetas con 

contenido de ARN (plaquetas inmaduras). (E) Control negativo en un león marino con hemorragia 

intestinal leve (F) Tubo positivo del animal enfermo, en el que se observa un 15% de plaquetas 

reticuladas, mostrando 5 veces más plaquetas inmaduras que el animal sano. 

A B C 

D E F 
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5.3 Establecimiento de un rango de valores de referencia para cada parámetro de 

función plaquetaria en animales sanos de cada especie. 

Hemos establecido un rango de valores de referencia en animales sanos de cada una de las 

especies para cada uno de los parámetros de función plaquetaria, como se describe a 

continuación. 

Para cada uno de los parámetros extraídos en el estudio de la movilización de calcio 

intraplaquetario, expresión de PS y liberación de micropartículas se calculó la mediana de los 

resultados de los diferentes días en cada animal, descartando los resultados obtenidos los 

días en que los animales presentaron algún problema de salud. Tomando las medianas de 

cada animal se calculó la media y error estándar para cada especie estudiada, obteniendo así 

un rango de valores de referencia (media±SEM). Por otro lado, el porcentaje de plaquetas 

reticuladas se determinó en animales sanos y en dos animales enfermos (un delfín con 

gastritis ulcerativa y un león marino con hemorragia leve crónica). Con estos datos se 

observaron las diferencias entre individuos sanos y enfermos como un estudio piloto del uso 

de esta técnica como herramienta diagnóstica en estas especies. Posteriormente, a partir de 

los valores de referencia extraídos de animales sanos, se pudieron evaluar alteraciones en 

dichos parámetros cuando los animales enfermaron, revelándose como una metodología útil 

en la detección precoz y el seguimiento de ciertas patologías relacionadas con la hemostasia 

en estas especies. Como en el resto de estudios, los valores más consistentes se obtuvieron 

en delfines, dado el mayor tamaño muestral.  
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6. Evaluación de las alteraciones inducidas por contaminantes ambientales 

en la funcionalidad inmunitaria y plaquetaria de mamíferos marinos. 

6.1 Procesamiento de las muestras para la detección de contaminantes. 

Para detectar la presencia de los contaminantes en los tejidos y muestras sanguíneas y 

plasmáticas de los animales se emplearon las muestras de animales salvajes varados muertos 

en la Comunidad Valenciana (tejidos) y de animales salvajes vivos de la Bahía de Sarasota 

(sangre entera y plasma). Su obtención se detalla en el apartado de “toma de muestras”.  

La detección de los contaminantes en las diferentes matrices se llevó mediante una 

colaboración con el Área de Toxicología del Departamento de Ciencias de la Salud de la 

Universidad de Murcia, dirigido por el profesor Antonio J. García Fernández, cuyo equipo 

realizó el procesamiento de las muestras. 

 

6.1.1 Procesamiento de las muestras de sangre periférica, plasma sanguíneo y tejidos. 

Para los análisis de elementos en sangre (excepto mercurio), 0.2 ml de muestra eran 

introducidos en un tubo de teflón (PTFE) de 40 ml y sometidos a digestión con un sistema de 

microondas UltraWave de Milestone, Inc. (Estados Unidos), operando a un máximo de 1500 

W. Se analizaron los siguientes elementos: Cd, Pb, As, Cu, Zn, Cr, Na, Mg, P, K, Ca, Fe, Al, Ti, 

Sr, Ba, Mn, Co, V, Mo, Tl, U, Be y Ni. Tras el proceso de digestión, la detección y la 

cuantificación se llevó a cabo mediante espectrometría de masas con plasma acoplado 

inductivamente (ICP-MS) usando el modelo 7900 de Agilent (Agilent Technologies, Tokio, 

Japón), equipado con un sistema de integrado de introducción de muestra (ISIS) configurado 

para muestreo discreto y con el sistema Ultra High Matrix Introduction (UHMI) configurado 

en modo robusto. El Octopole Reaction System (ORS4) trabajó con He para reducir 

interferencias poliatómicas.  

Para el análisis de mercurio (Hg) se utilizaron 0.05 ml de muestra de sangre que se 

depositaron en una navecilla de níquel que fueron introducidas en el analizador directo de 

mercurio (DMA80, Milestone, USA) para su análisis por espetrofotometría de absorción 

atómica.  

Los límites de detección y de cuantificación para cada compuesto fueron los siguientes (dados 

en ppb): Be (1,71 -5,69), Na (0,01-0,03), Mg (0,01-0,02), Al (7,18-23,92),P (15,94-53,12), K 

(0,01-0,04) 
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Ca (0,05-0,17),Ti (0,15-0,49),V (0,02-0,05),Cr (0,14-0,46), Mn (0,38-1,26),Fe (0,00-0,00),Co 

(0,08-0,28),Ni (0,65-2,18),Cu (0,15 -0,51),Zn (0,71-2,35),As (0,18-0,59),Sr (0,08-0,28),Mo 

(0,03-0,11),Cd (0,01-0,05), Tl (0,02-0,05), Pb (0,19 -0,63), U(0,00-0,01), Hg (0,1-0,2). Estos 

análisis se llevaron a cabo por parte de Departamento de Toxicología de la Universidad de 

Murcia a modo de colaboración. 

La prueba de concepto realizada con los tejidos de delfín se llevó a cabo en colaboración con 

el Departamento de Fisiología de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valencia. En 

este caso también se llevó a cabo la digestión de los tejidos y se midieron los siguientes 

compuestos: ibuprofeno, keptoprofeno, cafeína y aspirina. En el caso del paracetamol se 

produjeron problemas con los estándares que impidieron su correcta medición. La técnica 

empleada fue la espectrómetría de masas LC-MS/MS (triple-quadrupol), empleando el 

software MassLynx para su análisis. Los estándares se prepararon para todos los compuestos 

a las siguientes concentraciones: 0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM y 10 µM. 

 

6.1.2 Tratamiento in vitro de sangre periférica con tóxicos. 

Para los estudios in vitro se emplearon placas de 96 pocillos, donde se expusieron la sangre 

o las células aisladas de los animales a diferentes concentraciones de cada contaminante bajo 

estudio durante 24 horas en todos los casos excepto en el protocolo para la evaluación de la 

proliferación de linfocitos (72 h). Tras la incubación, la función y viabilidad de las células 

inmunitarias y de las plaquetas se evaluó en las muestras control y en las muestras expuestas 

a las diferentes concentraciones de compuesto. Por otro lado, también se estudió la 

respuesta aguda a ciertos contaminantes exponiendo la sangre al compuesto y midiendo los 

efectos inmediatos de éste.  

Basándonos en los resultados obtenidos en las pruebas de detección de xenobióticos en 

tejidos, sangre y plasma de los delfines salvajes, seleccionamos los siguientes contaminantes 

para la realización de los estudios de inmunotoxicología y toxicología en plaquetas in vitro:  

▪ Fármacos o xenobióticos: 

-Ibuprofeno 

-Cafeína 

-Paracetamol 

-Aspirina 
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Las concentraciones de los contaminantes empleadas en el estudio se seleccionaron en base 

a los resultados obtenidos en las pruebas de detección en diferentes matrices.  

Las dosis utilizadas en los ensayos fueron: 

1. Ibuprofeno : 3,2 mM, 1,6 mM, 800 µM, 400 µM y 200 µM para los ensayos de 

viabilidad, función mitocondrial, fagocitosis, estado redox y activación plaquetaria. 

Para los ensayos de proliferación de linfocitos se emplearon las dosis de 3,2 mM y 

200 µM y para el ensayo de producción de citoquinas se empleó únicamente la dosis 

más alta. 

2. Cafeína: 1,5 mM, 150 µM, 15 µM, 1,5 µM, 0,15 µM y 0,015 µM para los ensayos de 

viabilidad, función mitocondrial, fagocitosis, estado redox y activación plaquetaria. 

Para los ensayos de proliferación de linfocitos se emplearon las dosis de 1,5 mM y 

0,015 µM y para el ensayo de producción de citoquinas se empleó únicamente la 

dosis más alta. 

3. Paracetamol: 0,01µM, 0,1 µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM y 1 mM para los ensayos de 

viabilidad, función mitocondrial, fagocitosis, estado redox y activación plaquetaria. 

Para los ensayos de proliferación de linfocitos se emplearon las dosis de 1 mM y 

0,01 µM y para el ensayo de producción de citoquinas se empleó únicamente la 

dosis más alta. 

4. Aspirina: 0,02µM, 0,2 µM, 2 µM, 20 µM y 200 µM para los ensayos de viabilidad, 

función mitocondrial, fagocitosis, estado redox y activación plaquetaria. Para los 

ensayos de proliferación de linfocitos se emplearon las dosis de 200 µM y 0,02 µM 

y para el ensayo de producción de citoquinas se empleó únicamente la dosis más 

alta. 

 

En el caso del ibuprofeno, soluble en DMSO, las soluciones stock se prepararon en DMSO a 

una concentración 250 veces superior a las que se emplearon en el ensayo y se mantuvieron 

durante todo el estudio a -20ºC. Para cada experimento, estos stocks se diluyeron en medio 

RPMI modificado para linfocitos a una proporción 1:125, obteniendo así los compuestos al 

doble de la concentración final requerida (2X) por pocillo. En cada pocillo se mezclaron 50 µl 

de sangre entera (heparinizada o citratada según el tipo de estudio), 50 µl de medio RPMI 

modificado para linfocitos y 100 µl de la preparación de compuesto 2X. De este modo, al 
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diluirse 1:1 con la sangre y el medio, se alcanzó en cada pocillo la concentración final deseada. 

De esta forma todos los pocillos contenían la misma cantidad de DMSO, nunca superior a 1 

µl/200 µl. A los pocillos control se les añadió la cantidad equivalente de DMSO 

En el caso de compuestos solubles en agua (cafeína y paracetamol) cada día se preparó una 

solución stock en H20 destilada estéril, a partir de la cual se obtuvieron las diluciones 2X en 

medio modificado para linfocitos. En cada pocillo se mezclaron 50 µl de sangre entera 

(heparinizada o citratada según el tipo de estudio), 50 µl de medio RPMI modificado para 

linfocitos y 100 µl de la preparación de compuesto 2X.  

Los stocks de aspirina se prepararon cada día solubilizándola en etanol a concentraciones 200 

veces superiores a las empleadas en el esnsayo. Estos stocks se diluyeron en medio RPMI 

hasta las concentración final deseada para evitar una concentración de etanol superior a 

1µl/200µl en cada pocillo. En cada pocillo se mezclaron 50 µl de sangre entera (heparinizada 

o citratada según el tipo de estudio), 50 µl de medio RPMI modificado para linfocitos y 100 

µl de la preparación de compuesto 2X. 

Las muestras se incubaron en un incubador durante 24h-72h, dependiendo del experimento. 

Todos los ensayos, excepto el que se empleó para detectar la producción de citoquinas, se 

realizaron tomando toda la muestra de cada pocillo tras la incubación. Para observar la 

producción de citoquinas, en cambio, se empleó únicamente el plasma, que tras la incubación 

quedó en la fase superior de la muestra. 
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7. Evaluación de las alteraciones inducidas por estrés crónico en la 

funcionalidad inmunitaria de mamíferos marinos. 

Para determinar qué animales presentaban características comportamentales compatibles 

con el padecimiento de estrés crónico, colaboramos con el Dr. Xavier Manteca Vilanova, 

experto en etología animal del Departamento de Ciencia Animal y de los Alimentos de la 

Universidad Autónoma de Barcelona y responsable de Bienestar Animal en múltiples núcleos 

zoológicos, entre ellos, el Oceanogràfic. En colaboración desarrollamos un formulario para 

determinar qué animales podían sufrir estrés crónico en base a su conducta según una 

estructura de 5 grandes factores, basándonos en un método previamente descrito (Highfill y 

Kuczaj, 2007; Goldberg, 1990).  Los cinco grandes factores a evaluar fueron: apertura a 

experiencias (referente a si el animal es curioso o rutinario), diligencia (referente a su estado 

mental: en alerta, desconfiado, precavido, perezoso), extroversión (referente a si se trata de 

un animal tranquilo o activo), cooperatividad (referente a su obediencia, sociabilidad y 

flexibilidad en el grupo) y neuroticismo (referente a si se trata de un animal temperamental, 

agresivo o por el contrario, es relajado y pacífico). Para cada factor se evaluaron diferentes 

patrones de comportamiento, indicando en cada caso el grado en que presentaba dicha 

característica. La escala de evaluación de cada adjetivo fue de 0 (no presenta ese 

comportamiento) a 6 (presenta de forma exagerada ese comportamiento) (Tabla 8). 

 

Para cada delfín de la población del Oceanogràfic, el formulario fue cumplimentado por dos 

evaluadores. Estos se correspondieron con los dos entrenadores principales de cada animal, 

con quien más vínculo afectivo poseían y por tanto, quienes más los conocían. 

Cada uno de los adjetivos que se evaluaron dentro de cada factor se explicó detalladamente 

para facilitar el entendimiento por parte del evaluador y reducir la variabilidad en los 

resultados. De esta forma, las calificaciones obtenidas por parte de diferentes evaluadores 

para un mismo animal pudieron ser comparadas entre sí. Cada evaluador pudo, si lo 

GRADO 0 GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3 GRADO 4 GRADO 5 GRADO 6 

No presenta 

el comport. 

Presenta en 

un grado 

muy bajo el 

comport. 

Presenta en 

un grado 

bajo el 

comport. 

Presenta en 

un grado 

medio el 

comport. 

Presenta en 

un grado 

alto el 

comport. 

Presenta en 

un grado 

muy alto el 

comport. 

Presenta 

exageradam

ente el 

comport. 

Tabla 9. Grados de presentación del patrón comportamental (comportamiento=comport.). 
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consideró necesario, añadió aclaraciones o amplió información sobre la evaluación de uno o 

varios de los adjetivos que se calificaron en el formulario. 

Con dos formularios cumplimentados por cada uno de los quince delfines albergados en el 

acuario, seleccionamos, con la aprobación del experto en etología, los animales más 

predispuestos y menos a padecer estrés crónico. 

 

 8. Evaluación de las alteraciones inducidas por patologías en la 

funcionalidad inmunitaria o plaquetaria de mamíferos marinos. 

Como se ha detallado en la introducción, numerosas patologías pueden estar relacionadas 

con alteraciones en la funcionalidad inmunitaria, ya sea deprimiéndola o exacerbándola. Lo 

mismo ocurre en el caso de la funcionalidad plaquetaria. Estas enfermedades pueden ser de 

tipo infeccioso o consecuencia de peleas con otros animales, y en el caso de los animales 

salvajes también pueden estar derivadas de la pesca accidental. 

A lo largo del proyecto de tesis, algunos animales del Oceanogràfic sufrieron procesos 

patológicos, ya sea de tipo infeccioso o por otras causas. En cada uno de estos animales 

estudiamos la función fagocítica, estado redox, potencial de membrana mitocondrial de los 

leucocitos y función plaquetaria en el momento de la enfermedad para evaluar la existencia 

de alteraciones a nivel inmunitario o hemostático en comparación con los valores de 

referencia. 

 

9. Análisis estadístico.  

El análisis estadístico de los resultados se llevó a cabo con el programa Graphpad Prism 5, 

empleando los tests estadísticos ANOVA y T de Student (t-test). Se compararon los 

resultados obtenidos entre especies, y dentro de una misma especie entre sexos y edades. 

También se evaluó si existían diferencias en los valores de inmunidad y función plaquetaria 

entre los animales enfermos y sanos, entre los animales salvajes y bajo cuidado humano y 

entre las muestras expuestas a contaminantes y las muestras control. 
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1. Evaluación de la funcionalidad inmunitaria en animales sanos.  

Como hemos detallado en el apartado de Material y Métodos, estudiamos la capacidad 

fagocítica, el estado redox basal y la bioenergética de los leucocitos de delfines, belugas, 

morsas, leones marinos y focas sanas.  

Si bien en estas especies existen valores de referencia para el recuento celular en la analítica 

sanguínea, no es así para la función de las células. Los estudios de funcionalidad inmunitaria 

que se han llevado a cabo en mamíferos marinos previamente se han realizado en relación a 

la puesta a punto de las técnicas (Keogh et al., 2011; Noda et al., 2003) o al estudio de sus 

alteraciones inducidas por contaminantes ambientales (Desforges J.P, et al 2017; Peñín et al., 

2018; Cámara-Pellissó et al., 2008; Frouin et al., 2008; Li et al., 2018…) o por situaciones 

estresantes ,como el transporte o el cambio de hábitat (Sokolova, 2004; Noda et al., 2006).  

A continuación, se describen los resultados obtenidos para cada parámetro en las diferentes 

especies bajo estudio. 

1.1 Capacidad fagocítica fisiológica en animales sanos. 

1.1.1 Puesta a punto de nuevos protocolos para la evaluación de la capacidad fagocítica de 

monocitos y granulocitos en mamíferos marinos. 

La adaptación de los Kits IngoFlowEx® y FagoFlowEx® a mamíferos marinos se considera un 

resultado en sí mismo, pudiéndose emplear en futuros estudios o como herramienta 

diagnóstica en la clínica veterinaria diaria de zoos y acuarios. 

Los kits pasan controles de calidad exhaustivos antes de comercializarse a hospitales o 

centros de investigación, por lo que su uso supone una ventaja en la estandarización de los 

resultados entre estudios o individuos, e incluso entre muestras de un mismo individuo a 

diferentes tiempos. Además, los protocolos empleados en esta tesis son más sencillos que 

los empleados en estudios previos, en los que realizaban más pasos o preparaciones.  

Por otro lado, se ha utilizado como estímulo la E.coli fluorescente proporcionada por el 

fabricante, con lo que se evita teñir el microorganismo manualmente como en otros estudios 

(Reif et al., 2009; Keogh et al., 2011; Li et al., 2018) o emplear opciones menos fieles 

biológicamente como el uso de microesferas de látex fluorescentes (De Guise et al., 1995; 
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Levin et al., 2005; Cámara-Pellissó et al., 2008; Fouin et al., 2008; Desforges et al., 2017).  La 

bacteria E.coli ssp. es un buen modelo para estudios clínicos de fagocitosis in vitro ya que es 

capaz de infectar tanto a los mamíferos terrestres como a los marinos (Schaefer et al., 2011; 

Van Elk, et al., 2007; Fulham et al., 2018; Oppenheimer y Kelly, 1952) pudiendo incluso 

producirles la muerte (Gulland et al., 1996; Lockwood et al., 2006; Wilkinson et al., 2006).  

1.1.2 Valores fisiológicos de capacidad fagocítica en animales sanos. 

1.1.2.1 Delfines mulares (Tursiops truncatus) 

Se evaluó la capacidad fagocítica de los monocitos y granulocitos de delfines bajo cuidado 

humano (del Oceanogràfic de Valencia) y de delfines salvajes (de la Bahía de Sarasota), todos 

ellos en buen estado de salud. También se estudió si existían diferencias en dichos valores 

por sexo, edad o hábitat.  

▪ Delfines bajo cuidado humano: 

Se analizaron un total de 60 muestras procedentes de 15 delfines del Oceanogràfic. Los 

resultados obtenidos para la capacidad de ingestión del patógeno y de producción del 

estallido respiratorio en la población y subpoblaciones, así como los valores mínimos y 

máximos para cada parámetro se detallan en la Tabla 10. No se observaron diferencias por 

sexo o edad. 

 

 

Grupos % de células fagocíticas que 
ingirieron la E.coli 

(media±SEM) 

% de células fagocíticas que 
produjeron el burst oxidativo 

(media±SEM) 

Delfines bajo cuidado humano n=15 59,6±1,27 (min:53; max:69) 34,2±3,6 (min:9; max:48,6) 

Adultos bajo cuidado humano n=12 59,1±1,3 32±3,8 

Crías bajo cuidado humano n=3 61,9±3,5 48,3±0,3 

Adultos bajo cuidado humano VS Crías 
bajo cuidado humano 

NDS NDS 

Machos bajo cuidado humano n=5 60,3±2,7 42,4±2,15 

Hembras bajo cuidado humano n=10 59,3±1,5 31±4,7 

Machos bajo cuidado humano VS 
Hembras bajo cuidado humano 

NDS NDS 
 

Tabla 10. Rango de porcentaje de células fagocíticas capaces de ingerir y destruir al patógeno 

correctamente tras una hora de incubación en delfines bajo cuidado humano sanos (NDS: p≥0,05). 
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▪ Delfines salvajes: 

Se estudiaron muestras de 15 delfines salvajes de la Bahía de Sarasota (Florida, EEUU), en 

concreto, una muestra por animal. Los resultados obtenidos de capacidad fagocítica en esta 

población se detallan en la Tabla 11. No se observaron diferencias estadísticamente 

significativas por sexo o edad. 

Si bien la capacidad de ingestión del patógeno fue similar en ambos grupos, los delfines bajo 

cuidado humano presentaron un porcentaje de células fagocíticas capaces de producir el 

estallido respiratorio significativamente superior a los delfines salvajes (p=0,034) (Figura 54).  

 

  

 

 

 

 

 

  

Grupos % de células fagocíticas que 
ingirieron la E.coli 

(media±SEM) 

% de células fagocíticas 
que produjeron el burst 
oxidativo (media±SEM) 

Delfines salvajes n=15 58,7±1,5 (min:47,6; max:69,1) 24,5±1,9 (min:14,3; 
max:36,8) 

Adultos salvajes  n=10 58,6±1,2 26±2 

Crías salvajes  n=5 58,8±4 21,6±4,5 

Adultos salvajes VS Crías salvajes NDS NDS 

Machos salvajes  n=7 59,6±2,15 27±1,8 

Hembras salvajes  n=8 57,9±2,1 21,8±3,2 

Machos salvajes VS Hembras salvajes NDS NDS 

Tabla 11. Rango de porcentaje de células fagocíticas capaces de ingerir y destruir al patógeno 

correctamente tras una hora de incubación en delfines salvajes sanos (NDS: p≥0,05). 

* 

Figura 54. Comparación estadística entre la capacidad fagocítica (ingestión 

y producción del burst oxidativo por parte de las células fagocíticas) de 

delfines bajo cuidado humano y delfines salvajes (p=0,034*).  
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Esta diferencia puede deberse a múltiples factores. Por un lado, a la mayor exposición de 

los animales de vida libre a determinados contaminantes, como por ejemplo el mercurio, 

que es capaz de producir este efecto en seres humanos (Perlingeiro y Queiroz, 1995). De 

hecho, como se detallará más adelante, hallamos concentraciones más altas de este metal 

pesado en la sangre de los delfines salvajes que en la de los delfines bajo cuidado humano. 

Otra posible causa es el estrés de los animales salvajes en el momento del muestreo, 

pudiendo desencadenarse una liberación excesiva de adrenalina. Esto puede desembocar 

en alteraciones a nivel inmunitario. Las diferencias en el modo de vida, dieta y ambiente no 

deben pasarse por alto. 

1.1.2.2 Belugas (Delphinapterus leucas) 

Se analizaron 19 muestras de tres animales de diferentes sexos y edades. Los resultados 

obtenidos se detallan a continuación (Tabla 12): 

 

 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre la capacidad fagocítica en 

crías y adultos, sin embargo, la hembra presentó un porcentaje de células fagocíticas capaces 

de ingerir la E.coli significativamente mayor al de los machos (Tabla 12). Dado que solo 

dispusimos de muestras de una hembra, este hallazgo podría deberse simplemente a 

características intrínsecas del individuo, y no a su sexo. Para corroborar si el efecto es 

dependiente del género se requiere aumentar el tamaño poblacional. 

 

Grupos % de células fagocíticas que 
ingirieron la E.coli 

% de células fagocíticas 
que produjeron el burst 

oxidativo 

Belugas bajo cuidado humano n=3  61,7±1,4 (min:52; max:74) 26,3±3,7 (min:5,8; 
max:57,2) 

Belugas adultas n=2 63,3±1,8 29,7±4,4 

Cría de beluga n=1 58±0,9 18,6±6,2 

Belugas adultas VS Cría de beluga NDS NDS 

Belugas macho n=2 58,7±0,75 22,6±4,5 

Beluga hembra n=1 65±2,4 32±6,3 

Belugas macho VS Beluga hembra p=0,0175* NDS 

Tabla 12. Rango de porcentaje de células fagocíticas capaces de ingerir y destruir al patógeno 

correctamente tras una hora de incubación en belugas sanas (p=0,015*; NDS: p≥0,05).  
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1.1.2.3 Morsas (Odobenus rosmarus) 

Se analizaron 18 muestras de las tres morsas que albergaba el Oceanogràfic de Valencia. 

Puesto que las tres eran hembras de la misma edad, las diferencias por sexo o edad no se 

evaluaron. No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre animales. A 

continuación, detallamos los valores fisiológicos de capacidad fagocítica observados en 

morsas sanas bajo cuidado humano (Tabla 13). 

 

 

1.1.2.4 Leones marinos (Otaria flavescens) 

Dada la mayor dificultad en la obtención de muestras en leones marinos, para esta parte del 

proyecto únicamente pudimos contar con muestras de cuatro animales adultos sanos (2 

machos y dos hembras). Si bien el tamaño muestral es insuficiente para obtener valores 

fisiológicos de la población, a continuación, mostramos los datos obtenidos en el grupo, los 

cuales pueden ser orientativos de la especie (Tabla 14). Sería necesario ampliar el tamaño 

muestral en futuros estudios. No se observaron diferencias estadísticamente significativas 

entre sexos. 

 

 

 

Grupos % de células fagocíticas que 
ingirieron la E.coli 

% de células fagocíticas que 
produjeron el burst oxidativo 

Morsas bajo cuidado humano=3 62,6±2,17 (min:50; max:79) 36,3±4,3 (min:13; max:64) 
 

Grupos % de células fagocíticas que 
ingirieron la E.coli 

% de células fagocíticas que 
produjeron el burst oxidativo 

Leones marinos bajo cuidado humano 
n=4 

57,5±4,3 (min:51; max:70) 40,8±10,2 (min:21; max:68) 

Leones marinos machos n=2 54,6±2,5 32,15±11,25 

Leones marinos hembras n=2 60,5±9,5 49,5±18,5 

Leones marinos machos VS Leones 
marinos hembras 

NDS NDS 

Tabla 13. Rango de porcentaje de células fagocíticas capaces de ingerir y destruir al patógeno 

correctamente tras una hora de incubación en morsas sanas.  

Tabla 14. Rango de porcentaje de células fagocíticas capaces de ingerir y destruir al patógeno 

correctamente tras una hora de incubación en leones marinos sanos (NDS: p≥0,05). 
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1.1.2.5 Foca (Phoca vitulina) 

No se obtuvieron suficientes muestras de focas para realizar una estimación de los valores 

fisiológicos de capacidad fagocítica en la especie. No obstante, se adaptó el protocolo para 

posibilitar su utilización en futuros estudios. 

1.1.3 Diferencias en la capacidad fagocítica de mamíferos marinos de diferentes especies. 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre especies en la capacidad 

de los monocitos y granulocitos para ingerir o destruir al patógeno. 

 

1.2 Estado redox fisiológico de los leucocitos en animales sanos. 

1.2.1 Puesta a punto del protocolo para la evaluación del estado redox leucocitario en 

mamíferos marinos. 

A pesar de que el estrés oxidativo había sido previamente evaluado en fibroblastos de 

delfines (Yu et.al.,2019), el estudio del estado redox basal de los leucocitos en mamíferos 

marinos es novedoso. En concreto, hemos evaluado el estado redox de los monocitos y 

granulocitos de los animales, empleando la hidroetidina como indicador de los niveles de 

anión superóxido. 

 

 1.2.2 Estado redox fisiológico en monocitos y granulocitos de animales sanos. 

1.2.2.1 Delfines mulares (Tursiops truncatus) 

Para establecer el porcentaje de monocitos y granulocitos en reposo produciendo especies 

reactivas de oxígeno se analizaron un total de 40 muestras procedentes de 13 delfines del 

Oceanogràfic de Valencia. En la Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos en la población 

global, así como el desglose por sexo y edad. No se observaron diferencias estadísticamente 

significativas entre individuos de diferente sexo o edad. 
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1.2.2.2 Belugas (Delphinapterus leucas) 

Se estudiaron 12 muestras de 3 belugas sanas, de forma equitativa entre individuos. En la 

Tabla 16 se muestran los resultados obtenidos en la población global y su desglose por sexo 

y edad. No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre individuos de 

diferente sexo o edad. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Grupos %células fagocíticas en 
reposo produciendo ROS 

Delfines bajo cuidado humano n=13 3,8±0,3 (min:1,7; max:5,95) 

Adultos bajo cuidado humano n=10 3,9±0,3 

Crías bajo cuidado humano n=3 3,15±0,75 

Adultos bajo cuidado humano VS Crías bajo 
cuidado humano 

NDS 

Machos bajo cuidado humano n=5 4,16±0,7 

Hembras bajo cuidado humano n=8 3,6±0,3 

Machos bajo cuidado humano VS Hembras bajo 
cuidado humano 

NDS 

Grupos %células fagocíticas en reposo 
produciendo ROS 

Belugas bajo cuidado humano n=3 4,6±0,7 (min:1; max:9) 

Adultos bajo cuidado humano n=2 5±0,88 

Crías bajo cuidado humano n=1 3,2±0,005 

Adultos bajo cuidado humano VS Crías bajo 
cuidado humano 

NDS 

Machos bajo cuidado humano n=2 4,78±01,1 

Hembras bajo cuidado humano n=1 4,56±1,1 

Machos bajo cuidado humano VS Hembras bajo 
cuidado humano 

NDS 

Tabla 15. Rango de porcentaje de células fagocíticas en reposo que producen 

superóxido en delfines bajo cuidado humano sanos. (NDS: p≥0,05). 

 

Tabla 16. Rango de porcentaje de células fagocíticas en reposo que producen 

superóxido en belugas bajo cuidado humano sanas (NDS: p≥0,05). 
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1.2.2.3 Morsas (Odobenus rosmarus) 

 Se analizaron 15 muestras de los tres animales (5 de cada morsa). La media±SEM, mínimo y 

máximo obtenidos para este parámetro en morsas se detallan en la Tabla 17. 

 

 

 

 

1.2.2.4 Leones marinos (Otaria flavescens) 

En este estudio se incluyeron cuatro leones marinos adultos. Los resultados obtenidos de 

estado redox leucocitario en leones marinos sanos se detallan en la Tabla 18. No se 

observaron diferencias estadísticamente significativas entre individuos de diferente sexo. 

 

 

1.2.3 Diferencias en el estado redox leucocitario entre mamíferos marinos bajo cuidado 

humano de diferentes especies. 

Los pinnípedos mostraron un mayor porcentaje de células produciendo ROS de forma 

fisiológica que los cetáceos, en especial las morsas, cuyos valores basales son 

significativamente superiores al de los delfines y las belugas. Los leones marinos, presentaron 

un estado redox y una producción de ROS significativamente superior al de los delfines 

(Figura 55). 

 

Grupos %células fagocíticas en reposo 
produciendo ROS 

Morsas bajo cuidado humano n=3 11,44±1,5 (min:4; max:24) 
 

Grupos %células fagocíticas en reposo 
produciendo ROS 

Leones marinos bajo cuidado humano n=4 7,88±1,77 (min:4; max:14) 

Machos bajo cuidado humano n=2 7,1±1,1 

Hembras bajo cuidado humano n=2 9±5 

Machos bajo cuidado humano VS Hembras bajo cuidado humano NDS 

Tabla 18. Rango de porcentaje de células fagocíticas en reposo que producen superóxido en 

leones marinos sanos bajo cuidado humano (NDS: p≥0,05). 

 

Tabla 17. Rango de porcentaje de células fagocíticas en reposo que producen 

superóxido en morsas sanas bajo cuidado humano.  
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1.3 Potencial de membrana mitocondrial de los leucocitos en animales sanos. 

1.3.1 Puesta a punto de un nuevo protocolo para la evaluación del potencial de membrana 

mitocondrial (PMM) en mamíferos marinos. 

La puesta a punto del protocolo en delfines, belugas, morsas, leones marinos y focas se 

considera un resultado en sí mismo, pudiendo ser útil en futuros trabajos en mamíferos 

marinos.  

Los estudios de la funcionalidad mitocondrial son relativamente novedosos en delfines, 

habiéndose evaluado antes únicamente en sus fibroblastos empleando el fluorocromo JC-1 

como indicador del PMM (Yu et al., 2019). No hemos encontrado estudios anteriores sobre 

el potencial de membrana mitocondrial en leucocitos en estas especies. 

1.3.2 Valores fisiológicos de potencial de membrana mitocondrial leucocitario en animales 

sanos. 

En este caso, únicamente se obtuvieron valores fisiológicos del PMM en delfines. Para ello, 

se estudiaron delfines bajo cuidado humano (del Oceanogràfic y de Mundomar), y delfines 

salvajes de la Bahía de Sarasota. 

* *

*

Figura 55. El estado redox basal de monocitos y granulocitos en morsas fue significativamente 

superior que en delfines (p<0,0001***) y belugas (p=0,0015**). El estado redox basal de las células 

de los leones marinos fue significativamente mayor al de los delfines (p=0,0033**). 
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Como se ha detallado en el apartado de Material y Métodos, se midió la intensidad media de 

fluorescencia de TMRM como indicador directo del potencial de membrana mitocondrial. A 

continuación, se muestran los resultados obtenidos en cada grupo de delfines. 

En primer lugar, para poder considerar los animales procedentes de los dos acuarios como 

una única población (delfines bajo cuidado humano), comprobamos que no existían 

diferencias en el PMM de los leucocitos entre ambos grupos (Tabla 19). Posteriormente, 

calculamos la media de los resultados de la población y evaluamos si existían diferencias por 

sexo o edad. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 19. Puesto que no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas entre el PMM leucocitario de los 

delfines procedentes de diferentes acuarios, se pudieron considerar como una única 

población. Tampoco se observaron diferencias estadísticamente significativas entre 

individuos de diferente sexo o edad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

También evaluamos la bioenergética de las células inmunitarias de delfines salvajes para 

estudiar si existían diferencias con respecto a la de los delfines bajo cuidado humano 

producidas por las variaciones en el hábitat, dieta, actividad física, exposición a agentes 

estresantes o contaminantes. En la Tabla 20 detallamos los resultados obtenidos de PMM en 

Grupos PMM (IMF TMRM-FAU) 

Delfines del Oceanogràfic  n=5 3230±750 

Delfines de Mundomar n=5 4992±284 

Delfines Oceanográfico VS Delfines Mundomar NDS 

Delfines bajo cuidado humano n=10 4111±478,7 (min:2184; max:6177) 
 

Adultos bajo cuidado humano n=9 3881±469,6 

Crías bajo cuidado humano n=1 6177 

Adultos bajo cuidado humano VS Crías bajo 
cuidado humano 

NDS 

Machos bajo cuidado humano n=3 4757±1289 

Hembras bajo cuidado humano n=7 3834±459,4 

Machos bajo cuidado humano VS Hembras bajo 
cuidado humano 

NDS 

Tabla 19. Rango fisiológico de IMF de TMRM como indicador del PMM 

leucocitario en la población (NDS: p≥0,05). 
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los delfines salvajes, así como su desglose por sexo y edad. No se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre individuos de diferente sexo o edad. 

 

 

Se observó que las mitocondrias de los leucocitos de los delfines salvajes presentaban un 

PMM más de 20 veces superior al de los delfines bajo cuidado humano (Figura 56). 

 

 

 

 

 

 

 

 

En ciertas situaciones, el estrés puede aumentar el potencial de membrana mitocondrial 

(Kikusato M y Toyomizu M, 2013). Además, al contrario que los animales en cautividad, los 

delfines salvajes están expuestos de forma continua a patógenos ambientales, por lo que es 

posible que sus leucocitos tengan un nivel basal de producción de energía mayor. 

Grupos PMM (IMF TMRM-FAU) 

Delfines salvajes n=16 90069±9238 (min:25942; max:149366) 

Adultos salvajes n=11 95502±9730 

Crías salvajes n=5 78115±21249 

Adultos salvajes VS Crías salvajes NDS 

Machos salvajes n=7 94120±8934 

Hembras salvajes n=9 86918±15333 

Machos salvajes VS Hembras salvajes NDS 

Tabla 20. Rango fisiológico de IMF del TMRM como indicador del PMM leucocitario en 

delfines salvajes sanos (NDS: p≥0,05). 

 

 

Figura 56. Los delfines salvajes presentaron un PMM 

leucocitario significativamente mayor al de los 

delfines en cautividad (p<0,0001***). 

 

*** 
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2. Evaluación de la funcionalidad plaquetaria en animales sanos. 

Como se ha mencionado en el apartado de Material y Métodos, la funcionalidad de las 

plaquetas se evaluó mediante el estudio de su capacidad para activarse correctamente tras 

su estimulación in vitro con agonistas específicos. Se evaluaron la movilización de calcio 

intraplaquetario tras la activación de las plaquetas con ADP y la expresión de fosfatidilserina 

y liberación de micropartículas en respuesta al ionóforo de calcio A23187. Por otro lado, se 

ha determinado la concentración de plaquetas reticuladas en muestras de animales sanos.  

2.1 Puesta a punto de nuevos protocolos para la evaluación de la funcionalidad 

plaquetaria en mamíferos marinos. 

Aunque existen estudios previos en relación a la activación plaquetaria en elefantes marinos 

y orcas (Field et al., 2012; Patterson et al., 1993), estos se han enfocado en otros aspectos 

del proceso, por lo que la metodología empleada por nuestro grupo supone una nueva 

aportación a este campo de estudio. Las técnicas utilizadas anteriormente para evaluar la 

activación plaquetaria en mamíferos marinos incluyen agregometría, análisis morfológico, 

microscopía electrónica, cromatografía para determinar la composición lipídica de la 

membrana plaquetaria o ensayos con radioisótopos para detectar la producción de 

tromboxano (Field et al., 2012; Field et al.,2001; Patterson et al., 1993). Estas técnicas 

requieren de la centrifugación y el lavado de las muestras e incluso, en ocasiones, de su 

fijación, por lo que pueden ser procedimientos muy invasivos capaces de alterar la estructura 

y función de las plaquetas. La metodología puesta a punto en esta tesis evita la realización 

de este tipo de manejos agresivos para las plaquetas. Empleamos sangre entera muy diluida 

con un buffer respetuoso con las plaquetas, sobre las cuales aplicamos tinciones 

fluorescentes que no alteran su funcionalidad para detectar el parámetro de interés. 

Además, el hallazgo de un anticuerpo capaz de marcar las plaquetas en mamíferos marinos 

por reactividad cruzada supone una nueva herramienta en los estudios de la hemostasia de 

estas especies. 

2.1.1 Estudio de la movilización del calcio intraplaquetario en mamíferos marinos. 

Como hemos mencionado en el apartado de Material y Métodos, hemos adaptado el 

protocolo puesto a punto en seres humanos por nuestro propio grupo en 1999 (Monteiro et 

al.,1999). Numerosos trabajos emplean metodologías similares para el estudio de la 
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movilización de calcio intraplaquetario en humanos, ya sea a punto final (Labiós et al,. 2006; 

Pasalic et al., 2017; García-Martínez et al.,2004) o a modo de cinética (Yadav et al., 2019). 

Pero la puesta a punto de este protocolo en mamíferos marinos puede considerarse un  

resultado en sí mismo. 

El sustrato fluorogénico Fluo-4-AM funcionó con éxito en mamíferos marinos como indicador 

de la concentración de calcio en la plaqueta, y las variaciones en su intensidad de 

fluorescencia en el tiempo tras estimular las plaquetas fueron similares a las observadas en 

seres humanos (Monteiro et al.,1999).  

2.1.2 Estudio de la expresión de fosfatidilserina y liberación de micropartículas en 

mamíferos marinos. 

La puesta a punto del protocolo en estas especies es ya de por sí un resultado más de esta 

tesis. La Anexina-V funcionó correctamente como marcador de fosfatidilserina (PS) en 

mamíferos marinos. El proceso de expresión de PS hacia la cara externa de la membrana 

plaquetaria y posterior formación de micropartículas fue similar al observado en seres 

humanos (Arraud et al.,2016).  

2.1.3 Detección de plaquetas reticuladas en mamíferos marinos. 

Consideramos la puesta a punto de este protocolo en mamíferos marinos como un resultado 

en sí mismo. Las analíticas generales que se realizan en estas especies abarcan el estudio del 

recuento de plaquetas y del volumen plaquetario medio (VPM). Cuando este último 

parámetro se encuentra elevado indica que se están liberando plaquetas inmaduras al 

torrente sanguíneo, cuyo tamaño es mayor al de las plaquetas normales. Sin embargo, un 

leve aumento en los niveles de plaquetas inmaduras podría ser imperceptible empleando 

esta medida, ya que se puede enmascarar al realizar la media de los volúmenes plaquetarios 

de las plaquetas inmaduras y las maduras. Con este protocolo evaluamos los niveles de 

plaquetas reticuladas identificando aquellas que aún conservan el ARN, suponiendo una 

herramienta útil en el diagnóstico precoz de enfermedades trombocitopénicas y en su 

posterior monitorización 

En conclusión, las diferentes metodologías adaptadas en esta tesis para el estudio de la 

funcionalidad plaquetaria en mamíferos marinos pueden resultar útiles en la detección 
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precoz y seguimiento de ciertas alteraciones hemostáticas, ya sean derivadas de patologías, 

estrés o exposición a contaminantes.  

2.2 Valores fisiológicos de funcionalidad plaquetaria en animales sanos. 

2.2.1 Movilización de calcio intraplaquetario en animales sanos. 

Todas las muestras presentaron un patrón similar de activación plaquetaria empleando el 

ADP como estímulo. En primer lugar, las plaquetas mostraron un aumento en la intensidad 

de fluorescencia del Fluo-4, indicando un aumento en la concentración de Ca2+ citosólico. 

Fisiológicamente, este mecanismo conlleva cambios en la morfología plaquetaria, agregación 

de las plaquetas y secreción de moléculas activas, gránulos y vesículas (Monteiro et al.,1999). 

A continuación, se observa un ligero y progresivo descenso en la fluorescencia del Fluo-4, que 

representa el retorno del Ca2+ al espacio extracelular y a sus reservorios internos. 

2.2.1.1 Delfines mulares (Tursiops truncatus) 

Para obtener los valores de referencia de la movilización de calcio intraplaquetario en 

delfines bajo cuidado humano sanos, analizamos las muestras de los delfines del 

Oceanogràfic y de Mundomar. Puesto que no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas entre delfines procedentes de diferentes acuarios, se pudieron considerar como 

una única población de delfines bajo cuidado humano. Tampoco se observaron diferencias 

significativas entre individuos de diferentes acuarios del mismo sexo o edad (Tabla 21). En 

concreto, se analizaron 60 muestras de los 15 delfines del Oceanogràfic y 6 muestras de 5 

delfines de Mundomar, calculando las medianas de los resultados de cada individuo como se 

detalla en el apartado de Material y Métodos. El parámetro “tiempo de estimulación”, 

referente al tiempo desde la adición del ADP hasta el pico de fluorescencia de Fluo-4 

(segundos), solo se midió en delfines del Oceanogràfic, por lo que no se incluye en esta 

comparación.  
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Tomando los animales de ambos acuarios como una sola población, los valores de cada 

parámetro estudiado en la población de delfines bajo cuidado humano, así como los 

resultados desglosados por sexo o edad, se detallan en la Tabla 22. Se observaron diferencias 

significativas entre crías y adultos en el recuento plaquetario y en el delta entre la IMF del 

Fluo-4 en el pico y el punto basal, aunque esta diferencia es muy pequeña y desaparece 

empleando las medias en lugar de las medianas. No se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre animales de diferente sexo. 

 

Grupos  Recuento 
de 

plaquetas 
libres por 

µl 

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal  

Ratio entre 
la IMF del 
Fluo-4 en 
los puntos 

final y basal 

Delta entre la 
IMF del Fluo-4 
en el pico y el 
punto basal 

(FAU) 

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
punto final y 
basal (FAU) 

Pendiente 
de la recta 
desde el 
pico al 

punto final 

Delfines Oceanográfico 
n=15 

54000 ± 
4800 

3,45±0,25 1,97±0,12 31243±3889 11321±1272 -38,4±6 

Delfines Mundomar n=5 38000±56
00 

3,4±0,7 1,6±0,1 42430 ± 8621 17881±7616 -66,5±20 

Delfines Oceanográfico 
VS Delfines Mundomar 

NDS NDS NDS NDS NDS NDS 

Delfines Adultos 
Oceanográfico n=11 

49000± 
5200 

3,5±0,3 1,9±0,1 35485±4376 13024 ±1317 -54±9,5 

Delfines Adultos 
Mundomar n=5 

38000±56
00 

3,4±0,7 1,6±0,1 39187 ± 10313 10387±1747 -66,5±20 

Delfines Adultos 
Oceanográfico VS 
Delfines Adultos 

Mundomar 

NDS NDS NDS NDS NDS NDS 

Crías Oceanográfico VS 
Crías Mundomar 

(*) (*) (*) (*) (*) (*) 

Hembras Oceanográfico 
n=9 

50000± 
5600 

3,5±0,3 1,8±0,2 36071±5247 12054 ±1651 -47±11 
 

Hembras Mundomar 
n=4 

38000±56
00 

3,4±0,7 1,7±0,4 39187 ± 10313 10387±1747 -66,5±20 

Hembras Oceanográfico 
VS Hembras Mundomar 

NDS NDS NDS NDS NDS NDS 

Machos Oceanográfico 
VS Machos Mundomar 

(*) (*) (*) (*) (*) (*) 

Tabla 21. Comparación en la movilización de calcio intraplaquetario entre delfines procedentes de 

diferentes acuarios, globalmente o por sexo y edad (NDS: p≥0,05). (*) No hay muestras representativas 

de crías y machos de Mundomar. 
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La concentración de plaquetas en sangre fue significativamente mayor en las crías que en los 

adultos. Esto no es un hallazgo sorprendente. Varios trabajos anteriores a esta tesis han 

descrito recuentos plaquetarios superiores en crías de delfín que en adultos, o rangos de 

valores más amplios y con un límite superior más elevado (De Mello y Da Silva, 2019; Hall et 

al., 2007).  

Grupos Recuento de 
plaquetas 

libres por µl 

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal  

Ratio entre 
la IMF del 
Fluo-4 en 
los puntos 

final y basal 

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal 
(FAU) 

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
punto final 

y basal 
(FAU) 

Pendiente 
de la recta 
desde el 
pico al 

punto final 

Tiempo 
de 

estimulaci
ón (segs) 

Delfines bajo 
cuidado 
humano  

n=20 

50800±4200 
(min:22746; 
max:93400) 

3,4±0,2 
(min:1,8; 
max:4,2) 

1,9±0,1 
(min:1,28; 
max:3,1) 

34040±3675 
(min: 6720; 
max:67517) 

12954±2091 
(min:2576; 
max:47859) 

-50±7 
(min:-

10;max: 
-135) 

19,6±1,3 
(min:13;  
max: 26) 

Crías bajo 
cuidado 

humano n=4 

68400± 8600 3,3±0,3 1,9±0,3 19578±5219 6606±1529 -24,5±17 15±1,5 

Adultos bajo 
cuidado 

humano n=16 

46200±4200 3,5±0,3 1,9±0,1 37655 ± 
3957 

14542±2443 -49±7 21,5±1 

Crías bajo 
cuidado 

humano VS 
Adultos bajo 

cuidado 
humano 

p=0,028* NDS NDS p=0,046* 
(*) 

NDS NDS NDS 

Machos bajo 
cuidado 
humano 

n=7 

60400± 8600 3,3±0,2 1,57±0,2 28488±6003 15579± 
5663 

-31±9 19±3 

 Hembras 
bajo cuidado 

humano 
n=13 

46400±4400 3,5±0,3 1,7±0,1 37029 ± 
4589 

11541±1242 -60±9 20±0,9 

Machos bajo 
cuidado 

humano VS 
Hembras 

bajo cuidado 
humano 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

Tabla 22. Rango de valores fisiológicos para cada parámetro de movilización de calcio 

intraplaquetario en delfines bajo cuidado humano. Se observaron diferencias significativas entre 

crías y adultos en dos de los parámetros (p≤0,05*)(*) Esta diferencia es muy pequeña. (NDS: p≥0,05). 
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Por otro lado, los delfines adultos presentaron un aumento máximo de Ca2+ citosólico tras 

estimular con ADP significativamente superior a las crías (delta entre la IMF del Fluo-4 en el 

pico y el punto basal). En este caso, la diferencia es muy pequeña. Tanto es así que, 

empleando las medias de los datos de cada animal en lugar de las medianas, la diferencia no 

es significativa (Crías: 20024±5513; Adultos:37021 ± 4008; p≥0,05). Para aclarar este 

resultado sería conveniente tomar un mayor tamaño muestral.  

Los valores descritos en la Tabla 22 informan del tipo de respuesta que presentan las 

plaquetas de delfines sanos tras ser estimuladas con ADP (24 µM). Una respuesta plaquetaria 

muy alejada de los valores facilitados puede ser indicativa de la presencia de problemas 

hemostáticos en el animal. 

Por otro lado, se evaluó la activación plaquetaria en 16 delfines salvajes sanos (una muestra 

por animal). A continuación, se detallan los resultados de cada parámetro de movilización de 

calcio intraplaquetario obtenidos en el grupo y las diferencias por sexos o edades (Tabla 23).  

Las hembras salvajes presentaron un recuento plaquetario significativamente mayor al de los 

machos. Si bien sobre este aspecto no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas entre crías y adultos, la concentración de plaquetas en sangre de las crías es 

notablemente superior a la de los adultos, de forma similar a la observada en delfines bajo 

cuidado humano (De Mello y Da Silva, 2019; Hall et al., 2007).  Cabe destacar que la mayoría 

de las hembras salvajes eran crías o animales muy jóvenes, con una media de edad de 5,8 

años, mientras que la mayoría de los machos eran adultos, con una media de edad de 18,8 

años. De hecho, el recuento plaquetario de las crías y las hembras es muy similar, al igual que 

el de los machos y los adultos.  
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Para averiguar si las diferentes formas de vida, hábitat, alimentación o exposición a 

contaminantes o agentes estresantes entre otras cosas, podían generar cambios en la 

activación plaquetaria, estudiamos si existían diferencias en la movilización de Ca2+ 

intraplaquetario entre delfines bajo cuidado humano y delfines salvajes. Evaluamos las 

diferencias entre ambos grupos globalmente y por sexos y edades. Las diferencias observadas 

entre grupos se resumen en la Tabla 24. 

 

Grupos  Recuento de 
plaquetas 

libres por µl 

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal  

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en los 
puntos final 

y basal 

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal 
(FAU) 

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
punto final y 
basal (FAU) 

Pendiente 
de la recta 
desde el 
pico al 
punto 
final 

Tiempo 
de 

estimula-
ción 

(segs) 

Delfines 
salvajes 

sanos 
n=16 

54000±6600 
(min:37040; 
max:101300) 

3,3±0,5 
(min:2,5; 
max:4,4) 

1,3±0,1 
(min:0,99; 
max:1,5) 

41885±2887 
(min:25225; 
max:59080) 

5222±1178 
(min:-272; 
max:9706) 

-79±7 
(min:-35; 

max:-
107,6) 

20±1,6 
(min:14; 
max:28). 

Crías 
salvajes 

n=6 

63800±1320
0 

3,4±0,4 1,36±0,07 42729±5565 6815±1657 -75,3±11 20±3 

Adultos 
salvajes 

n=10 

47600±6200 3,2±0,2 1,24±0,09 41323±3530 4168±1582 -81±10 20±2,2 

Crías 
salvajes 

VS Adultos 
salvajes 

NDS NDS NDS NDS NDS NDS NDS 

Machos 
salvajes 

n=7 

41400±2200 3,1±0,2 1,2±0,1 40041±4522 4082±1910 -80±12 20±1,5 

Hembras 
salvajes 

n=9 

66600±1040
0 

3,56±0,3 1,3±0,07 43730±3918 6362±1396 -77±9 20±3 

Machos 
salvajes 

VS 
Hembras 
salvajes 

p=0,04* NDS NDS NDS NDS NDS NDS 

Tabla 23. Rango de valores fisiológicos para cada parámetro de movilización de calcio 

intraplaquetario en delfines salvajes sanos. Las hembras presentaron un recuento plaquetario 

mayor al de los machos (p=0,04*)(NDS: p≥0,05).  
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a) Diferencias entre delfines salvajes y delfines bajo cuidado humano: 

Tras la activación, las plaquetas de los delfines salvajes mostraron una recuperación del Ca2+ 

hacia sus reservorios intraplaquetarios y espacio extracelular significativamente más rápida 

y eficaz que las de los delfines bajo cuidado humano. En concreto, los delfines salvajes 

presentaron un menor ratio y delta entre la IMF del Fluo-4 en el punto final y basal y una 

pendiente de recuperación más acusada (Tabla 24). Este efecto viene dado por diferentes 

factores: 

1. La concentración de Ca2+ citosólico basal en las plaquetas en reposo fue superior en 

delfines salvajes que en delfines bajo cuidado humano (Figura 57 y 58).  

Grupos Recuento 
de 

plaquetas 
libres por 

µl 

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal 
(FAU) 

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
punto final y 
basal (FAU) 

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal 
(FAU) 

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
punto final y 
basal (FAU) 

Pendiente 
de la recta 
desde el 
pico al 

punto final 

Tiempo de 
estimulación 
(segundos) 

Delfines 
salvajes VS 

Delfines bajo 
cuidado 

humano (BCH) 

 
NDS 

 
NDS 

Salvajes< 
BCH 

p=0,0003*** 

 
NDS 

Salvajes< 
BCH 

p=0,018 * 

Salvajes> 
BCH 

p=0,018* 

 
NDS 

Delfines 
salvajes 

adultos VS 
Delfines BCH 

adultos 

 
NDS 

 
NDS 

Salvajes< 
BCH 
p=0,0019** 

 
NDS 

Salvajes< 
BCH 

p=0,02* 

Salvajes> 
BCH 

p=0,02* 

 
NDS 

Crías salvajes 
VS Crías BCH 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

Salvajes>BCH 
p=0,02* 

 
NDS 

Salvajes> 
BCH 

p=0,048* 

 
NDS 

Hembras 
salvajes VS 

Hembras BCH 

Salvajes> 
BCH 
p=0,048* 

 
NDS 

 
NDS (*) 

 
NDS 

Salvajes< 
BCH 

p=0,03* 

 
NDS 

 
NDS 

Machos 
salvajes VS 

Machos BCH 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS (*) 

 
NDS 

 
NDS 

Salvajes> 
BCH 

p=0,0032** 

 
NDS 

Tabla 24. Diferencias observadas en la movilización de calcio intraplaquetario entre delfines salvajes y 

delfines bajo cuidado humano globalmente y por género y edad. Tanto entre las poblaciones globales 

como entre las poblaciones de adultos, la recaptación del calcio hacia sus reservorios internos o espacio 

extracelular fue más rápida y eficaz en los animales salvajes que en los delfines BCH. Esta diferencia se 

conserva solo parcialmente entre los grupos de crías y entre sexos. (*) Empleando las medias en lugar 

de las medianas, las diferencias son significativas. (NDS: p≥0,05; p≤0,05*; p<0,01**; p<0,001***). 
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2. Al activar las plaquetas, el aumento de Ca2+ citosólico ocurrió de forma similar en ambos 

grupos. Esto queda constatado al no observarse diferencias significativas en el ratio y el 

delta entre la IMF del Fluo-4 en el pico y punto basal (Tabla 24).   

3. En el punto máximo, la concentración de Ca2+ citosólico en las plaquetas de los delfines 

salvajes fue significativamente mayor a la de los delfines en cautividad, debido a que 

partían de una concentración basal superior (Figura 57 y 58).  

4. Tras la estimulación plaquetaria, hubo una mayor y más rápida redistribución del Ca2+ 

desde el citosol hacia sus reservorios intraplaquetarios o hacia el medio extracelular en 

animales salvajes que en animales bajo cuidado humano (Tabla 24). La pendiente de 

recuperación del Ca2+ citosólico a su estado basal fue más pronunciada en los animales 

salvajes, dado que presentaban una concentración máxima de Ca2+ mayor que los 

animales en cautividad, pero una concentración final similar a ellos (Figura 57 y 58).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) Diferencias entre delfines salvajes y bajo cuidado humano por edades: 

En los delfines adultos encontramos las mismas diferencias entre animales salvajes y en 

cautividad que en las poblaciones globales, detalladas en el apartado (a). En las crías, estas 

diferencias se conservan, aunque únicamente son estadísticamente significativas las 

diferencias en la pendiente de recuperación (Tabla 24). Posiblemente esto sea consecuencia 

de haber reducido el tamaño muestral dividiendo la población por hábitats y edades.  

 

* * 

Figura 57. La IMF del Fluo-4 en los puntos basal y punto máximo (pico) fue significativamente 

mayor en delfines salvajes que en delfines bajo cuidado humano (p=0,017 y p=0,018 

respectivamente). En el punto final no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

entre ambos grupos (NDS:p≥0,05). 
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Por otro lado, observamos que el aumento máximo de calcio citosólico tras estimular las 

plaquetas (delta entre la IMF del Fluo-4 pico y basal) es significativamente mayor en las crías 

salvajes que en las albergadas en acuarios. Esta diferencia se debe a que, en crías salvajes, la 

concentración de calcio citosólico en los puntos basal y máximo son significativamente 

superiores a la de las crías en cautividad, pero en especial en el punto máximo (p=0,025 y 

p=0,0099 respectivamente). La concentración final de Ca2+, por el contrario, se mantiene 

similar en ambos grupos. Para conocer las causas de este efecto sería necesario profundizar 

más en el estudio y aumentar el tamaño muestral. 

c) Diferencias entre delfines salvajes y bajo cuidado humano por sexos: 

Las diferencias detalladas en el apartado (a) se conservan entre sexos, aunque no todas de 

manera significativa, posiblemente debido a la reducción del tamaño muestral al dividir la 

población en subpoblaciones. Las diferencias que se conservaron estadísticamente 

Figura 58. Cambios en la concentración de calcio citosólico en el tiempo al activar 

las plaquetas en delfines salvajes (azul) y delfines bajo cuidado humano (naranja). 

La gráfica muestra la IMF del Fluo-4 media de cada población en el punto basal (0 

segs), pico (35 segs) y final (600 segs). Se empleó la media de los tiempos en cada 

punto. 
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significativas fueron: En el caso de las hembras, el delta entre IMF del Fluo-4 en el punto final 

y basal; y en el caso de los machos, la pendiente de recuperación (Tabla 24). En ambos casos 

(machos y hembras), empleando las medias en lugar de las medianas de los datos, las 

diferencias serían también significativas para el ratio entre la IMF del Fluo-4 en el punto final 

y basal (Machos: p=0,018; Hembras: p=0,0066). 

Además, las hembras salvajes presentaron un mayor recuento plaquetario que las hembras 

bajo cuidado humano, posiblemente debido a que la mayoría de las hembras salvajes eran 

crías (edad media de 5,8 años) y la mayoría de las hembras bajo cuidado humano eran adultas 

(edad media de 21,4 años).  

En vista de estos resultados, la diferencia en la concentración de Ca2+ citosólico basal en las 

plaquetas entre ambos grupos podría deberse a diferentes factores. Nuestras principales 

hipótesis sobre las posibles causas son que los delfines salvajes pueden estar expuestos a 

determinados contaminantes ambientales que potencian la activación plaquetaria, o bien  

que podrían haber sufrido estrés durante el muestreo, ya que los animales de vida libre no 

están desensibilizados a la extracción de sangre. 

Respecto a la primera hipótesis, se ha demostrado la capacidad de determinados 

xenobióticos para potenciar la activación de las plaquetas tanto en seres humanos como en 

ratas. Entre ellos,  se encuentran algunos metales pesados, como el Cd, que puede activar las 

plaquetas mediante el aumento del calcio citosólico (Mukhopadhyay et al., 1988). Mujeres 

adultas expuestas de forma crónica al Cd presentaron una activación y reactividad 

plaquetaria basal superior a los controles no expuestos (Nontarach et al., 2015). Por otro 

lado, la deficiencia en Zn dificulta la entrada de calcio desde el medio extracelular al citosol 

plaquetario y en consecuencia reduce la agregación de las plaquetas inducida por el ADP 

(Emery y O'Dell, 1993). También la deficiencia de Cu afectó negativamente a la movilización 

de calcio intraplaquetario en ratas (Johnson y  Dufault, 1993). Otros metales pesados, como 

el As, el Mn o el Hg se han relacionado con el aumento en la activación plaquetaria de forma 

dosis-dependiente (Bae et al., 2008; Kostka et al., 1997; van Rensburg, et al., 2018). Algunos 

PCBs también son capaces de modular dicha activación (Raulf y Konig, 1991).  

Por contra, otros contaminantes inhiben la activación de las plaquetas. Algunos ejemplos 

serían pesticidas como el DDE (Lundholm y Bartonek, 1991) o fármacos presentes en los 

mares y océanos en concentraciones significativas, como el paracetamol, la aspirina o el 
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ibuprofeno (Driver et al., 2019). En esta tesis estudiamos los efectos de estos fármacos sobre 

las plaquetas de delfines. Los resultados se detallan en el apartado 5, pero en su mayoría 

concuerdan con los estudios previos realizados en humanos. 

Como hemos mencionado anteriormente, realizamos un estudio toxicológico de diferentes 

matrices (tejidos, plasma y sangre entera) de delfines salvajes y bajo cuidado humano. En la 

sangre de los delfines salvajes encontramos concentraciones de Cd, As, Mn y Hg superiores 

a las halladas en las muestras de delfines bajo cuidado humano. Estos resultados se 

detallarán con más detalle en el apartado 5, pero pueden suponer un interesante soporte a 

esta hipótesis. 

Por otro lado, respecto a la segunda hipótesis, como se ha detallado en la introducción, 

durante un proceso de estrés agudo la adrenalina y la noradrenalina se liberan al torrente 

sanguíneo. La adrenalina actúa inhibiendo la liberación de AMPc e induciendo la movilización 

de calcio en la plaqueta (Alarayyed et al., 1997; Zoccarato et al., 1991). Este aumento es 

temporal, aunque dependiente de la concentración de la catecolamina. Por ejemplo, en 

humanos, la adrenalina a 16 µM produce un aumento de calcio citosólico en la plaqueta 

durante al menos 5 minutos (Alarayyed et al., 1997). La noradrenalina también tiene un 

efecto activador, aunque de forma menos notable (Hjemdahl y Wallen, 1997). Tanto es así 

que ambas catecolaminas se emplean como agonistas plaquetarios en estudios in vitro (Butt 

et al 2005; Cimminiello et al., 1989; Feoktistov et al 1992).  

Ambas hipótesis podrían ser válidas, ya que no son excluyentes. 

Los valores fisiológicos de activación plaquetaria obtenidos en delfines salvajes sanos pueden 

servir como referencia para los datos extraídos en delfines varados en las costas valencianas, 

ya que viven en unas condiciones más similares a ellos que los delfines bajo cuidado humano. 

2.2.1.2 Belugas (Delphinapterus leucas) 

Se analizaron 20 muestras de los tres animales disponibles (5 de la cría, 9 de la hembra y 6 

del macho adulto). En la Tabla 25 se detallan los resultados de cada parámetro de 

movilización de Ca2+ intraplaquetario obtenidos en el grupo y las diferencias por sexos o 

edades. 
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Al igual que en el caso de los delfines, la cría presentó un recuento plaquetario por microlitro 

significativamente superior al de los adultos (Tabla 25). En todos los casos, este parámetro 

se mantuvo en el rango de referencia establecido para la especie (Choczynski, 2007). No se 

observaron diferencias significativas entre machos y hembra. 

Estos datos nos permiten detectar alteraciones en la funcionalidad plaquetaria en estos tres 

individuos como una herramienta diagnóstica prácticamente personalizada. Para extrapolar 

estos resultados a animales de otros acuarios sería necesario tomar muestras de individuos 

procedentes de otros núcleos zoológicos.  

 

 

Grupos  Recuento de 
plaquetas 

libres por µl 

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal  

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en los 
puntos final 

y basal 

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal 
(FAU) 

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
punto final y 
basal (FAU) 

Pendiente 
de la recta 
desde el 
pico al 
punto 
final 

Tiempo de 
estimulación 

(segs) 

Belugas 
bajo 

cuidado 
humano 

n=3 

77320±5452 
(min:54880; 
max:118360) 

3,6±0,3 
(min:1,07; 
max:5,4) 

2,5±0,2 
(min:1,1; 
max:4,4) 

27136±3068 
(min:15762; 
max:50514) 

14738,3±281
6 

(min:3459; 
max:45226) 

-34,7±4,8 
(min:-10 ; 

max:   
 -91,4) 

31±1,5 
(min:28; 
Max:40) 

Belugas 
crías n=1 

98000±12000 3,7±0,5 2,3±0,4 21630±5359 9987±3181 -30,2±9,4 34±6 

Belugas 
adultas 

n=2 

69600±4120 3,6±0,4 2,58±0,3 28971±3651 16322±3559 -36,2±5,8 30±0,2 

Belugas 
crías VS 
Belugas 
adultas 

p=0,0145* NDS NDS NDS NDS NDS NDS 

Belugas 
machos 

n=2 

79040±8400 3,8±0,4 2,68±0,4 27740±4803 4182±3912 -36,2±8 32±2,7 

Beluga 
hembra 

n=1 

73480±6560 3,5±0,5 2,4±0,3 26397±3789 15419±4289 -32,8±5 30±0,4 

Belugas 
crías VS 
Belugas 
adultas 

NDS NDS NDS NDS NDS NDS NDS 

Tabla 25. Rango de valores fisiológicos para cada parámetro de movilización de calcio intraplaquetario 

en belugas sanas. Las crías presentaron un recuento plaquetario significativamente superior al de los 

adultos (p=0,014*) (NDS: p≥0,05). 
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2.2.1.3 Morsas (Odobenus Rosmarus) 

Se estudiaron 5 muestras de cada morsa en diferentes días, obteniendo un total de quince 

muestras de esta especie. La tres eran hembras de la misma edad. Los resultados obtenidos 

para cada parámetro de movilización de Ca2+ intraplaquetario se muestran en la Tabla 26. 

 

 

2.2.1.4 Leones marinos (Otaria flavescens). 

Para determinar los valores fisiológicos de activación plaquetaria en leones marinos, se 

obtuvieron muestras de individuos del Oceanogràfic y de Mundomar. No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en la movilización de Ca2+ intraplaquetario entre  

leones marinos procedentes de diferentes acuarios, por lo que se pudieron considerar como 

una única población. Tampoco se observaron diferencias significativas entre machos y 

hembras (Tabla 27). El tiempo de estimulación no se evaluó en esta especie. 

Se analizaron 11 muestras totales procedentes de 8 leones marinos adultos. Los valores 

fisiológicos de movilización de calcio intraplaquetario en la población y los resultados 

desglosados por sexo se muestran en la Tabla 27. 

Grupos  Recuento de 
plaquetas 

libres por µl 

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal  

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en los 
puntos final 

y basal 

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal 
(FAU) 

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
punto final y 
basal (FAU) 

Pendiente 
de la recta 
desde el 
pico al 
punto 
final 

Tiempo de 
estimulación 
(segundos) 

Morsas 
bajo 

cuidado 
humano 

n=3 

70460±4622 
(min:48600; 
max:98600) 

3,5±0,3 
(min: 2,1; 
max:5,6) 

1,8±0,1 
(min:1,3; 
max:2,5) 

70062,5±699
4 

(min:45341; 
max:124328) 

23554,2±346
0 

(min:10159; 
max:49171) 

-111±14,6 
(min:64,6; 

max:-
203,4) 

31,6±2,8 
(min:30; 
max: 35) 

Tabla 26. Rango de valores fisiológicos para cada parámetro de movilización de calcio intraplaquetario 

en morsas sanas.  
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2.2.1.5 Focas comunes (Phoca vitulina) 

Dada la dificultad en la obtención de muestras en focas, en la Tabla 28 se muestran los 

resultados de activación plaquetaria observados en una foca sana. Como es lógico, estos 

resultados son anecdóticos y no se pueden tomar como representativos de la población, pero 

permiten estimar cómo funciona en pequeños pinnípedos este proceso.  

 

 

 

Grupos  Recuento de 
plaquetas 

libres por µl 

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal  

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en los 
puntos final 

y basal 

Delta entre la 
IMF del Fluo-4 en 
el pico y el punto 

basal (FAU) 

Delta entre la 
IMF del Fluo-4 

en el punto 
final y basal 

(FAU) 

Pendiente de 
la recta 

desde el pico 
al punto final 

Leones marinos 
Oceanográfico n=6 

77200±8860 4,9±0,4 1,6±0,2 36875±4590 5800±2379 -164±16 

Leones marinos 
Mundomar n=2 

84400±200 4±0,2 1,7±0,15 22729±727 5537±1409 -114,6±18,7 

Leones marinos 
Oceanográfico VS 
Leones marinos 

Mundomar 

NDS NDS NDS NDS NDS NDS 

Leones marinos 
bajo cuidado 
humano n=8 

71120±9440 
(min:33600; 
max:99400) 

4,6±0,35 
(min:3,4; 
max:6,5) 

1,6±0,1 
(min:1,6; 
max:2,4) 

31362±3693 
(min:15149; 
max:51589) 

5413±1414 
(min:1666; 
max:17417) 

-148±13,26 
(min:-93; 
max:-236) 

Leones marinos 
machos n=3 

62800±100 4,5±0,4 1,4±0,1 34674±8606 3366±427 -154±15 

Leones marinos 
hembras n=5 

82600±7400 4,7±0,5 1,7±0,2 32537±4901 7156±2701 -150,2±23 

Leones marinos 
machos VS Leonas 
marinas hembras 

NDS NDS NDS NDS NDS NDS 

Grupos  Recuento de 

plaquetas 

libres por µl 

Ratio entre la 

IMF del Fluo-4 

en el pico y el 

punto basal  

Ratio entre la 

IMF del Fluo-4 

en los puntos 

final y basal 

Delta entre la IMF 

del Fluo-4 en el pico 

y el punto basal 

(FAU) 

Delta entre la 

IMF del Fluo-4 

en el punto final 

y basal (FAU) 

Pendiente de 

la recta 

desde el pico 

al punto final 

 

 Neus 

 

79700 

 

2,41 

 

1,32 

 

11513 

 

 

2640 

 

-73,24 

Tabla 27. Rango de valores fisiológicos para cada parámetro de movilización de calcio 

intraplaquetario en leones marinos sanos (NDS: p≥0,05). 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 28. Valores de movilización de calcio intraplaquetario obtenidos en una foca sana. 
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 2.2.2 Diferencias en la movilización de calcio intraplaquetario entre mamíferos marinos 

bajo cuidado humano de diferentes especies. 

Las diferencias observadas en la movilización de Ca2+ intraplaquetario entre las diferentes 

especies de mamíferos marinos se detallan en la Tabla 29. Las distintas respuestas 

plaquetarias ante el estímulo entre especies se grafican en la Figura 59. 

A continuación, resumimos las diferencias observadas en la movilización de calcio 

intraplaquetario entre especies (Tabla 29): 

▪ Diferencias entre delfines y belugas: 

- Los delfines mostraron una menor concentración de plaquetas en sangre que belugas y 

que el resto de especies. 

- La activación de las plaquetas fue una media de 11,4 segundos más rápida en delfines 

que en belugas. 

▪ Diferencias entre delfines y morsas: 

 

- Los delfines presentaron un menor recuento plaquetario por µl que las morsas. 

- Las plaquetas de los delfines se activaron una media de 12 segundos más rápido que las 

de las morsas. 

- El aumento de calcio citosólico tras estimular las plaquetas con ADP fue inferior en 

delfines que en morsas (delta entre la IMF del Fluo-4 entre el pico y el basal). 

- La posterior recuperación del calcio hacia sus reservorios fue más lenta en delfines que 

en morsas (delta entre la IMF del Fluo-4 entre los puntos final y basal y pendiente de la 

recta).  

Estas diferencias no son visibles empleando los ratios de las IMF de cada punto, lo cual puede 

indicar que las diferencias no son muy notables biológicamente. La concentración de calcio 

citosólico basal, máxima y final son significativamente superiores en las morsas que en los 

delfines (p=0,0007 ***, p=0,0036 ** y p=0,015 * respectivamente) especialmente en los 

puntos basal y pico, lo que explica las diferencias observadas entre ambas especies (Figura 

59).  
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Comparació
n entre 
grupos 

Recuento 
de 

plaquetas 
por µl 

Ratio entre 
la IMF del 
Fluo-4 en 

el pico y el 
punto 
basal  

Ratio entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
punto final y 

basal  

Delta entre 
la IMF del 

Fluo-4 en el 
pico y el 

punto basal 
(FAU) 

Delta entre la 
IMF del Fluo-
4 en el punto 
final y basal 

(FAU) 

Pendiente de 
la recta 

desde el pico 
al punto final 

Tiempo de 
estimulación 
(segundos) 

Delfines vs 
Belugas 

p=0,0007 
***  

Delfines< 
Belugas 

NDS NDS NDS NDS NDS p<0,0001 
*** 

Delfines< 
Belugas 

Delfines vs 
Morsas 

p=0,005 
** 

Delfines< 
Morsas 

NDS NDS p<0,0001 
*** 

Delfines< 
Morsas 

p=0,009 
** 

Delfines< 
Morsas 

p=0,0005 
*** 

Delfines< 
Morsas 

p=0,0007 
*** 

Delfines< 
Morsas 

Delfines vs 
Leones 

marinos 

p=0,037 
* 

Delfines< 
Leones  

p=0,003 
** 

Delfines< 
Leones 

p=0,049 
* 

Delfines> 
Leones 

NDS (-) p=0,02 
* 

Delfines> 
Leones 

p<0,0001 
*** 

Delfines< 
Leones 

(--) 

Delfines vs 
Focas 

p=0,015 
* 

Delfines< 
Focas 

NDS (-) P=0,03 
* 

Delfines> 
Focas 

p=0,03 
* 

Delfines< 
Focas 

NDS (-) NDS (-) (--) 

Belugas vs 
Morsas 

NDS 
 
 

NDS P=0,039 
* 

Belugas> 
Morsas 

p<0,0001 
*** 

Belugas< 
Morsas 

NDS p<0,0001 
*** 

Belugas< 
Morsas 

NDS 

Belugas vs 
Leones 

marinos 

NDS 
 
 

NDS p=0,018 
* 

Belugas> 
Leones 

NDS p=0,03 
* 

Belugas> 
Leones 

p<0,0001 
*** 

Belugas< 
Leones 

(--) 

Belugas vs 
focas 

NDS 
 
 

NDS NDS (-) NDS NDS (-) p=0,0068 
** 

Belugas< 
Focas 

(--) 

Morsas vs 
Leones 

marinos 

NDS 
 
 

p=0,02 
* 

Morsas< 
Leones 

NDS p=0,0002 
*** 

Morsas> 
Leones 

p=0,0002 
*** 

Morsas> 
Leones 

NDS (--) 

Morsas vs 
Focas 

NDS 
 
 

NDS p=0,025 
* 

Morsas > 
Focas 

p=0,0013 
** 

Morsas> 
Focas 

p=0,01 
* 

Morsas> 
Focas 

NDS (--) 

Leones 
marinos vs 

Focas 

NDS 
 
 

p=0,0023 
** Leones> 

Focas 

NDS p=0,015 
* 

Leones> 
Focas 

NDS p=0,012 
* 

Leones> 
Focas 

(--) 
 

Tabla 29. Comparación por pares en la movilización de calcio intraplaquetario entre las diferentes 

especies bajo cuidado humano (t-test).NDS (-): en estos casos posiblemente no se observan diferencias 

significativas debido al reducido tamaño poblacional. (--): El tiempo de estimulación no se evaluó en al 

menos en una de las especies. NDS: p≥0,05. 
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▪ Diferencias entre delfines y leones marinos: 

 

- Los delfines presentaron una menor concentración de plaquetas en sangre que los 

leones marinos.  

- Al estimular con ADP, las plaquetas de los leones marinos presentaron una mayor 

liberación de calcio hacia el citosol que los delfines (ratio entre la IMF de Fluo-4 en el 

punto máximo y basal).  

- Posteriormente, la recuperación del calcio hacia sus reservorios internos en el retorno 

de la plaqueta al estado de reposo fue menor y más lenta en delfines que en leones 

Figura 59.  Evolución de la IMF del Fluo-4 en el tiempo en las diferentes especies bajo cuidado 

humano. Se detalla la IMF-Fluo-4 media y SEM de cada población en el punto basal, pico y final. 

Estos puntos se corresponden con los tiempos 0 segs, 35 segs y 600 segs (media de los tiempos 

en cada punto). Los datos obtenidos en focas deben tomarse con cautela, debido a que están 

tomados de un solo animal. 

 

IMF  BASAL SEM 
BASAL 

PICO SEM PICO FINAL SEM FINAL 

DELFINES 14213 241,163311 46179 836,241611 27553 610,067114 

BELUGAS 11353,4 1909,10861 34593,2 3694,79093 24470,45 3200,03515 

MORSAS 24726,2667 2936,20779 81613,5333 10995,6719 43591,2 6241,50083 

LEONES  9415,4375 1289,59799 42753,8125 5168,14826 15150 2428,48687 

FOCAS 8156 0 19669 0 10796 0 
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marinos (ratio y delta entre la IMF del Fluo-4 en el punto final y basal y pendiente de la 

recta). 

 

Los delfines presentaban concentraciones de calcio basales y finales significativamente 

superiores a los leones marinos (p=0,018* y p=0,012* respectivamente), pero una similar 

concentración máxima, lo que explica que los leones marinos liberaran más calcio desde sus 

organelas internas hacia el citosol que los cetáceos y una mayor recuperación de los niveles 

basales posterior (Figura 59).  

▪ Diferencias entre belugas y morsas: 

 

- Tras ser activadas, las plaquetas de las morsas mostraron una mayor liberación de calcio 

hacia el citosol que las plaquetas de las morsas (delta entre la IMF del Fluo-4 en los 

puntos máximo y basal)  

-  Por otro lado, las belugas presentaron una recuperación del calcio hacia sus reservorios 

más lenta que las morsas (ratio entre la IMF-Fluo4 de los puntos final y basal y 

pendiente). 

Este último efecto viene dado porque la concentración de calcio citosólico en la plaqueta en 

los puntos basal, máximo y final fue significativamente mayor en morsas que en belugas 

(p=0,0004***, p<0,0001*** y p=0,006** respectivamente), siendo la diferencia menos 

significativa en el punto final.  

▪ Diferencias entre belugas y leones marinos: 

 

- Los leones marinos mostraron una recuperación del calcio hacia sus reservorios internos 

más rápida y eficaz que las belugas, mostrando una pendiente de recuperación 

significativamente más pronunciada y una concentración final de calcio citosólico 

inferior con respecto a la concentración basal (ratio y el delta entre la IMF del Fluo-4 en 

el punto final y basal y pendiente). 

 

▪ Diferencias entre morsas y leones marinos: 

 

- Al activarse, las plaquetas de los leones marinos liberaron más calcio al citosol que las 

plaquetas de las morsas (ratio entre la IMF de Fluo-4 en el pico y el punto basal).  
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- La posterior recuperación del calcio hacia los reservorios internos fue más eficaz en 

leones marinos que en morsas (delta entre la IMF del Fluo-4 entre el pico y el punto 

final). Este efecto viene dado porque, en proporción, la concentración de calcio que 

permanece en el citosol de la plaqueta a tiempo final es mayor en morsas que en leones 

marinos. Además, a pesar de que la pendiente no es estadísticamente diferente entre 

ambas especies, es superior en leones marinos.  

- La concentración de calcio citosólico es mayor en morsas que en leones marinos en los 

puntos basal, máximo y final (p=0,0014**, p=0,02*, p=0,004** respectivamente) (Figura 

59). 

Puesto que los datos aportados sobre la movilización de calcio intraplaquetario en focas son 

anecdóticos, no pudimos tomarlos como unos valores representativos de la especie. En la 

Tabla 29 se comparan estadísticamente con los resultados obtenidos en delfines, belugas, 

morsas y leones marinos, aunque estos datos deben tomarse con cautela. 

Las diferencias en la cinética de movilización de calcio intraplaquetario entre especies se 

aprecian fácilmente por la forma de la curva, especialmente entre cetáceos y pinnípedos 

(Figura 60).  

En resumen, principalmente encontramos diferencias en la movilización de calcio 

intraplaquetario entre cetáceos y pinnípedos, mostrando estos últimos una mayor liberación 

de calcio desde los reservorios intraplaquetarios al citosol que los cetáceos al estimular las 

plaquetas con ADP, así como una posterior recuperación de los niveles basales más rápida y 

eficaz. En concreto, las morsas mostraron concentraciones de calcio citosólico superiores al 

resto de las especies en todos los puntos de la curva. Los delfines, por su parte, mostraron 

una concentración de calcio citosólico basal inferior al resto de las especies, pero un tiempo 

de estimulación menor al resto de las especies. La morfología de la curva fue similar entre 

familias, pero algo distinta entre cetáceos y pinnípedos. Dentro de cada familia existen 

diferencias interespecíficas. 
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Figura 60. Ejemplo de la morfología de la curva que describe la concentración de calcio citosólico 

al estimular con ADP en las diferentes especies. Se trata de muestras puntuales de un animal de 

cada especie que son representativas de la población.  (A) Delfines bajo cuidado humano; (B) 

Delfines salvajes; (C) Belugas; (D) Morsas; (E) Leones marinos; (F) Focas.  
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2.2.3 Expresión de fosfatidilserina y liberación de micropartículas en animales sanos.  

 

Al estimular las plaquetas, estas mostraron un aumento progresivo e irreversible de la 

exposición de fosfatidilserina en la membrana plaquetaria (fluorescencia de Anexina-V) y de 

la liberación de micropartículas (señal FSC), también portadoras de PS. Puesto que el ionóforo 

de calcio es un estímulo fuerte no fisiológico, desencadena una fragmentación plaquetaria 

en múltiples micropartículas, perdiendo su morfología original. Este proceso es artificial, ya 

que en el organismo las plaquetas liberan una reducida cantidad de micropartículas al 

activarse, sin alterarse su estructura y función. Es por este motivo, que el aumento en la 

exposición de PS y la reducción de FSC son progresivamente mayores con el tiempo. 

2.2.3.1 Delfines mulares (Tursiops truncatus) 

 Para obtener los valores de referencia de la exposición de la PS y producción de MPPs en 

delfines bajo cuidado humano sanos, analizamos las muestras de 11 animales del 

Oceanogràfic. A continuación, mostramos los resultados obtenidos en la población y su 

desglose por sexo o edad (Tabla 30). 

 

 

 

 

Grupos  Pendiente 
FSC 

Ratio entre la 
IMF Anexina-
V en el pico y 
el punto basal  

Ratio entre la 
IMF Anexina-

V en los 
puntos final y 

basal 

Delta entre la 
IMF Anexina-
V en el pico y 
el punto basal 

(FAU) 

Delta entre la 
IMF Anexina-V 

en el punto final 
y basal (FAU) 

Pendiente 
Anexina-V 
desde el 
pico al 

punto final 

Delfines bajo 
cuidado humano 

(BCH) 
n=11 

-18,5±1,5 
(min:-27; 
max:-12) 

41,7±15,6 
(min:1,5; 
max:182) 

19,5±5(min:1,
6; max:51) 

23932±2876 
(min:11271; 
max:41804) 

16809±1326 
(min:8601; 
max:23384) 

13±5,6 
(min:-38; 
max: 33) 

Crías  BCH n=3 -15±1,8 77±35  35±15 25890±4885  19316±1170 25±8 

Adultos BCH n=11 -19±1,3 23,7±5,6 23,5±5 20835±2124 19322±1666 22,5±3 

Crías BCH VS 
Adultos BCH 

NDS p=0,02* NDS NDS NDS NDS 

Machos BCH n=5 -17,8±1,5 57±23 28±9 24378±2808 19116±814 23±4,6 

 Hembras BCH n=9 -16,7±1,4 23±7 25±6 20552±2622 19434±2042 23±4 

Machos BCH VS 
Hembras BCH 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

Tabla 30. Rango de valores fisiológicos para cada parámetro de exposición de PS en delfines bajo 

cuidado humano. Se observaron diferencias significativas entre crías y adultos en el aumento de 

exposición de PS tras la estimulación con ionóforo de calcio A23187 (p≤0,05*) (NDS: p≥0,05). 
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2.2.3.2 Belugas (Delphinapterus leucas) 

Se analizaron 11 muestras totales de las tres belugas del Oceanogràfic (3 de la cría, 5 de la 

hembra y 3 del macho adulto). Los individuos adultos presentaron una formación de MPPs 

más rápida que la cría tras la estimulación de las plaquetas (Tabla 31). 

 

 

 

 2.2.3.3 Morsas (Odobenus Rosmarus) 

Se estudiaron 4 muestras de cada morsa en diferentes días, obteniendo un total de doce 

muestras de esta especie. La tres eran hembras de la misma edad. Los resultados obtenidos 

para cada parámetro de exposición de PS y liberación de MPPs se muestran en la Tabla 32. 

 

 

 

Grupos  Pendiente 
FSC 

Ratio entre 
la IMF 

Anexina-V 
en el pico y 

el punto 
basal  

Ratio entre 
la IMF 

Anexina-V 
en los 

puntos final 
y basal 

Delta entre 
la IMF 

Anexina-V 
en el pico y 

el punto 
basal (FAU) 

Delta entre la 
IMF Anexina-
V en el punto 
final y basal 

(FAU) 

Pendiente 
Anexina-V 
desde el 
pico al 
punto 
final 

Belugas  
n=3 

-12±0,5 
(min:-14; 
max: -9) 

63±14( 
min:3,3; 
max:163) 

29,5±4 
(min:15; 
max:60) 

24055±3335 
(min:1142; 
max:42076) 

12248±1190 
(min:5289; 
max:17256) 

-2±5 
(min:-25; 
max:26) 

Adultos n=2 -13,00 ± 0,3 74,16 ± 17,7  32,93 ± 5 27367 ± 
3241 

13343 ± 1317 -4,3 ± 5,6 

Cría n=1 -9,667 ± 0,3  33,44 ± 15 20,64 ± 3,7 15224 ± 
7083 

9329 ± 1915 4,333 ± 11 

Cría vs 
Adultos 

p=0,0003*** NDS NDS NDS NDS NDS 

Machos n=2 -11,50 ± 0,8 47,41 ± 13,5 28,72 ± 4,7 20608 ± 
5456 

12380 ± 1696 4,5± 6,2 

 Hembra n=1 -12,80 ± 0,5 81,83 ± 26,3 30,61 ± 7,6 28191 ± 
2840 

12090 ± 1841  -9,8 ± 7 

Machos vs 
hembra 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

 
NDS 

Tabla 31. Rango de valores fisiológicos para cada parámetro de exposición de PS en belugas 

bajo cuidado humano. Se observaron diferencias significativas entre crías y adultos la 

velocidad de disminución de la señal FSC tras la estimulación con ionóforo de calcio A23187 

(p=0,0003***) (NDS: p≥0,05). 



169 
 

 

 

2.2.3.4 Leones marinos (Otaria flavescens). 

En este caso, únicamente se analizaron 4 muestras de 4 individuos adultos del Oceanogràfic 

y Mundomar. La media de los resultados obtenidos para cada parámetro en la población se 

detalla en la Tabla 33. Estos datos deben tomarse con cautela, debido al reducido tamaño 

muestral. 

 

 

2.2.3.5 Focas comunes (Phoca vitulina) 

Dada la dificultad en la obtención de muestras en focas, en esta especie se puso a punto la 

técnica pero no se obtuvieron datos en individuos sanos en más de un animal. 

 

 

 

 

Grupos  Pendiente FSC Ratio entre la 
IMF Anexina-
V en el pico y 
el punto basal  

Ratio entre la 
IMF Anexina-

V en los 
puntos final y 

basal 

Delta entre la 
IMF Anexina-
V en el pico y 
el punto basal 

(FAU) 

Delta entre la 
IMF Anexina-V 

en el punto final 
y basal (FAU) 

Pendiente 
Anexina-V 
desde el 
pico al 

punto final 

Morsas 
n=3 

-11,6±0,7 
(min:-15; max:-7) 

71,7±17,5 
(min:13; max: 

226) 

39,7±4 
(min:13; 
max:67) 

26019±3171 
(min:11247; 
max:41778) 

18320,5±2622 
(min:9021; 
max:37630) 

14,6±7,8 
(min:-25; 
max: 51) 

Grupos  Pendiente FSC Ratio entre 
la IMF 

Anexina-V en 
el pico y el 

punto basal  

Ratio entre 
la IMF 

Anexina-V 
en los 

puntos final 
y basal 

Delta entre la 
IMF Anexina-
V en el pico y 

el punto 
basal (FAU) 

Delta entre la 
IMF Anexina-V 

en el punto 
final y basal 

(FAU) 

Pendiente 
Anexina-V 
desde el 
pico al 

punto final 

Leones marinos n=4 -18,7±3 
(min: -27; 
max:-14) 

22±8 (min:5; 
max: 43) 

30±9 
(min:7; 
max:46) 

14005±1976(
min:9664; 

max:17883) 

20344±3980 
(min:15431; 
max:32149) 

31,75±10 
(min:18; 
max: 62) 

Tabla 32. Rango de valores fisiológicos para cada parámetro de exposición de PS en morsas bajo 

cuidado humano. 

Tabla 33. Rango de valores fisiológicos para cada parámetro de exposición de PS en leones marinos 

bajo cuidado humano. 
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2.2.4 Diferencias en la expresión de fosfatidilserina y liberación de micropartículas entre 

mamíferos marinos bajo cuidado humano de diferentes especies. 

Las diferencias observadas en la expresión de PS y liberación de MPPs entre las diferentes 

especies de mamíferos marinos se detallan en la Tabla 34. Los leones marinos y las focas 

quedan excluidos de la comparación debido a su reducido tamaño muestral. 

 

 

Los delfines presentaron una formación de MPPs más rápida que las belugas y las morsas, 

dada por la velocidad a la que la señal FSC de los eventos disminuía en el tiempo. Por otro 

lado, las morsas llegaron a exponer una concentración de PS a punto final significativamente 

superior a los delfines (dado por el ratio entre la IMF de la Anexina-V entre el punto final y 

basal). 

Puesto que este es el primer estudio sobre la formación de MPPs en mamíferos marinos, no 

existe bibliografía previa con la que discutir estos hallazgos.  

 

 

 

 

 

Grupos  Pendiente FSC Ratio entre la 
IMF Anexina-
V en el pico y 
el punto basal  

Ratio entre la 
IMF Anexina-

V en los 
puntos final y 

basal 

Delta entre la 
IMF Anexina-
V en el pico y 
el punto basal 

(FAU) 

Delta entre la 
IMF Anexina-V 

en el punto final 
y basal (FAU) 

Pendiente 
Anexina-V 
desde el 
pico al 

punto final 

Delfines vs 
Belugas 

Delfines> 
Belugas 

 p≤0,01 ** 

NDS NDS NDS NDS NDS 

Delfines vs 
Morsas 

Delfines> 
Morsas 

p≤0,01 ** 

NDS Morsas > 
Delfines 

p≤0,01 ** 

NDS NDS NDS 

Belugas vs 
Morsas 

NDS NDS NDS NDS NDS NDS 

Tabla 34. Comparación por pares en la expresión de PS y producción de MPPs entre las diferentes 

especies bajo cuidado humano (ANOVA)(NDS: p≥0,05). 
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2.2.5 Fracción de plaquetas inmaduras (FPI) en animales sanos. 

Los niveles de plaquetas reticuladas en sangre se emplean para cuantificar la fracción de 

plaquetas inmaduras (FPI). Este valor indica el porcentaje de plaquetas inmaduras respecto 

al total de plaquetas. La adaptación de este protocolo a mamíferos marinos es un resultado 

en sí mismo. A continuación, mostramos los resultados obtenidos en las diferentes especies 

bajo estudio para este parámetro. 

2.2.5.1 Delfines mulares (Tursiops truncatus) 

Se han obtenido muestras de delfines bajo cuidado humano (del Oceanogràfic de Valencia) y 

de delfines salvajes de la Bahía de Sarasota.  

Para evaluar el FPI fisiológico en delfines sanos bajo cuidado humano se analizaron muestras 

de 10 animales. No se observaron diferencias estadísticamente significativas según su sexo o 

edad. Los resultados se detallan en la Tabla 35. 

 

 

Por otro lado, se analizaron muestras de 16 delfines salvajes sanos. No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas según su sexo o edad. Los resultados se detallan 

en la Tabla 36. 

Grupos Fracción de plaquetas 
inmaduras (FPI) 

Delfines bajo cuidado humano n=10 5,3±0,3 (min:3,8; max:6,5) 

Crías bajo cuidado humano n=3 5,1±0,7 

Adultos bajo cuidado humano n=7 5,3±0,27 

Crías bajo cuidado humano VS Adultos bajo cuidado humano NDS 

Machos bajo cuidado humano n=5 5,2±0,5 

Hembras bajo cuidado humano n=5 5,3±0,3 

Machos bajo cuidado humano VS Hembras bajo cuidado humano NDS 

Tabla 35. Rango de porcentajes de plaquetas reticuladas respecto al total de plaquetas en 

delfines sanos bajo cuidado humano (NDS: p≥0,05). 
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Los delfines bajo cuidado humano presentaron un porcentaje de plaquetas inmaduras basal 

significativamente mayor al de los delfines salvajes (Figura 61). 

 

 

 

 

 

 

 

En humanos, el rango normal de %FPI varía según el laboratorio de análisis que consultemos, 

pero existe consenso en que suele oscilar entre un 1% y un 7% en individuos sanos 

(Cambiazzo, 2017). Teniendo en cuenta estos valores, y si ocurre de forma similar en delfines, 

tanto los animales salvajes como los que se encuentran bajo cuidado humano entrarían 

dentro de la normalidad.  

Grupos Fracción de plaquetas 
inmaduras (FPI) 

Delfines salvajes n=16 3,6±0,4 (min:1,4; max:6,3) 

Crías salvajes  n=5 4,3±0,8 % 

Adultos salvajes  n=11 3,2±0,5 % 

Crías salvajes VS Adultos salvajes NDS 

Machos salvajes n=7 3,6±0,7 % 

Hembras salvajes n=9 3,6±0,5 % 

Machos salvajes VS Hembras salvajes NDS 

Tabla 36. Rango de porcentajes de plaquetas reticuladas respecto al total 

de plaquetas en delfines salvajes sanos (NDS: p≥0,05). 

** 

Figura 61. Los delfines bajo cuidado humano 

mostraron un porcentaje de plaquetas reticuladas 

basal significativamente superior a los delfines 

salvajes (p=0,0093**). 
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Aumentos en los niveles de plaquetas inmaduras se relacionan con el aumento de consumo 

de estas y su posterior recuperación por parte de la médula, y la disminución en sus niveles 

puede indicar la presencia de trombocitopenias de origen central. 

2.2.5.2 Belugas (Delphinapterus leucas), morsas (Odobenus rosmarus), leones marinos 

(Otaria flavescens) y focas (Phoca vitulina). 

En estas especies el protocolo se puso a punto exitosamente, sin embargo, el tamaño 

muestral obtenido fue muy reducido, por lo que no se pudo extraer un rango de valores de 

referencia. Sin embargo, la adaptación de la técnica amplía las posibilidades en el control 

sanitario de estas especies. En la Tabla 37 se muestran los resultados preliminares obtenidos 

en belugas, leones marinos y morsas. 

 

 

 

 

 

 

2.2.4 Diferencias entre la fracción de plaquetas inmaduras (%FPI) de mamíferos marinos 

bajo cuidado humano de diferentes especies. 

A continuación, como estudio preliminar, se detallan las diferencias por especies en los 

niveles fisiológicos de plaquetas inmaduras en animales sanos (Tabla 38), siempre teniendo 

en cuenta que el tamaño muestral de las belugas y los pinnípedos es escaso y debería 

ampliarse para obtener resultados más fiables.  

El porcentaje basal de plaquetas inmaduras fue significativamente superior en delfines que 

en el resto de las especies y significativamente mayor en leones marinos que en belugas. 

 

 
Grupo 

Fracción de plaquetas 
inmaduras (FPI) 

Belugas n=2 1,5±0,3 

Leones marinos n=2 2,95±0,05 

Morsas n=1 2,7 

Tabla 37. Estudio piloto del rango de porcentajes de 

plaquetas reticuladas respecto al total de plaquetas en 

belugas, leones marinos y morsas. 
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3. Efectos del estrés en la función inmunitaria y plaquetaria de los delfines. 

Como se ha comentado en la Introducción, tanto el estrés agudo como el crónico pueden 

desencadenar alteraciones de la función del sistema inmunitario y la función plaquetaria en 

mamíferos. En esta tesis evaluamos si alguno de los delfines del Oceanogràfic sufría estrés 

crónico y en su caso, si existían alteraciones en la funcionalidad de sus leucocitos o plaquetas 

con respecto a las de sus compañeros. 

Para ello, llevamos a cabo un estudio etológico de los individuos y evaluamos si los animales 

más susceptibles al estrés mostraban diferentes capacidad fagocítica o activación plaquetaria 

a la media de la población.  

3.1 Estudio etológico. 

Según el estudio de su comportamiento, los animales más nerviosos, con una menor 

estabilidad social en el grupo y con reacciones más alarmistas ante los cambios fueron los 

 
FPI 

Delfines 
(5,3±0,3 %) 

 

Belugas 
(1,5±0,3 %) 

Morsas 
(2,7%) 

Leones marinos 
(2,95±0,05 %) 

 
Delfines 

(5,3±0,3 %) 

 
- 

p=0,0002 
*** 

Delines>Belugas 
 

p=0,0022 
** 

Delines>Belugas 
 

p=0,0042 
** 

Delines>Belugas 
 

 
Belugas 

(1,5±0,3 %) 

 
- 

 
- 

 
NDS 

p=0,04 
* 

Leones>Belugas 
 

Morsas 
(2,7%) 

 
- 

 
- 

 
- 

 
NDS 

Leones marinos 
(2,95±0,05 %) 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

Tabla 38. Diferencias entre el %FPI de mamíferos marinos bajo cuidado humano de diferentes 

especies. Los delfines mostraron un %FPI significativamente mayor al del resto de las especies. Los 

leones marinos mostraron un %FPI significativamente mayor al de las belugas. En el resto de 

comparaciones estadísticas no se observaron diferencias significativas (NDS: p≥0,05). 
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siguientes: Apolo, Pfizzer, Kuni, Nico y Billy. Por otro lado, los delfines más estables 

socialmente, sosegados y tranquilos, se correspondieron precisamente con los individuos 

más dominantes del grupo: Josué, Grisell y Elly. 

3.2 Relación entre el estrés crónico y la función fagocítica y plaquetaria de los 

animales. 

Tomamos la mediana (±SEM) de los valores de capacidad fagocítica (como medida de la 

inmunocompetencia) y de movilización de Ca2+ intraplaquetario (como medida de 

funcionalidad plaquetaria) de cada uno de los animales. Posteriormente evaluamos si existían 

diferencias significativas entre los animales más estresables y los animales más estables. 

3.2.1 Relación entre el estrés crónico y la función fagocítica en delfines. 

Los animales fueron ordenados de menor a mayor nivel de inmunocompetencia, en función 

a dos parámetros: capacidad de ingestión del patógeno por parte de las células fagocíticas y 

capacidad de destrucción del patógeno mediante el burst oxidativo (Tabla 39).  

Observamos una relación inversa gradual entre el estrés crónico y la capacidad de ingestión 

del patógeno por parte de las células fagocíticas de los animales. Los delfines más 

susceptibles al estrés presentaron una menor capacidad fagocítica que el resto de animales, 

mientras que los animales más estables socialmente presentaron los valores de 

inmunocompetencia más elevados.  

Sin embargo, parecen existir dos excepciones: Venus y Nala. En el caso de Venus, se trata de 

uno de los animales más estresables, sin embargo, sí que es un animal cauteloso y sumiso, 

lejos de ser uno de los animales dominantes del grupo. Sería interesante estudiar en mayor 

profundidad a este individuo. En cuanto a Nala, como se detallará en el apartado 4, es una 

delfina con infección respiratoria fúngica crónica, lo que ha producido que presente de forma 

habitual valores de función fagocítica superiores a la media de la población. Es por ello que 

encabeza la lista de capacidad fagocítica. Además, se trata de un animal bastante estable 

socialmente. 
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Empleando ANOVA, no encontramos diferencias significativas entre la capacidad fagocítica 

de los animales, ya que las diferencias entre un individuo y el siguiente de la lista son 

pequeñas, sin embargo, si comparamos los valores de capacidad de ingestión del patógeno 

de los animales más y menos inmunocompetentes (Nico y Elly), las diferencias son muy 

significativas (Figura 62). Además, las diferencias entre el conjunto de valores de los animales 

con más estrés (Apolo, Pfizzer, Kuni, Nico y Billy) y el de los animales más estables (Josué, Elly 

y Grisell) son todavía más significativas (Figura 62). Por el contrario, la capacidad para generar 

el estallido respiratorio por parte de las células fagocíticas no pareció tener una relación 

directa con la susceptibilidad al estrés de los animales (Tabla 39). 

 

 

ANIMALES 

% de células fagocíticas que 

ingirieron la E.coli 

(mediana±SEM) ANIMALES 

% de células fagocíticas que 

produjeron el burst oxidativo 

(mediana±SEM) 

NICO 44±0,001 NALA 10±0,01 

VENUS 50±4 VENUS 14±1,37 

APOLO 51±0,001 BILLY 30±0,01 

PFIZZER 52,5±0,03 ELLY 33±0,01 

KUNI 53±3 PFIZZER 36,5±0,01 

BILLY 54±6 LAZO 38±8,7 

LEIA 55±2 GRISELL 40±7,35 

NIKA 56±3 JOSUE 40,4±5,5 

NEPTUNO 56±2 NEPTUNO 43,2±3,7 

LAZO 59±4 LEIA 43,7±0,01 

VIRKIN 60±5 NIKA 45±4,9 

GRISELL 61±4 APOLO 48±0,01 

JOSUE 61,5±0,03 VIRKIN 48,6±3,5 

ELLY 63±2   

NALA 70±2   

Tabla 39. Orden de los animales según dos parámetros de inmunocompetencia: capacidad 

de ingestión y destrucción del patógeno. Los animales más estresables aparecen marcados 

en naranja y los animales más estables, en verde. 
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El efecto del estrés crónico sobre la función inmunitaria en delfines, concuerda con el 

observado en otras especies, como la humana. Como hemos detallado en la Introducción, los 

procesos de estrés producen incrementos en los niveles de glucocorticoides y catecolaminas 

en sangre. Estas moléculas se unen a sus receptores específicos leucocitarios, alterando la 

producción de citoquinas e inhibiendo la maduración y movilización celular. Concretamente, 

los glucocorticoides actúan sobre los órganos linfoides primarios y secundarios, linfocitos, 

neutrófilos, monocitos y macrófagos, que presentan receptores para glucocorticoides tipo II 

en su citoplasma. Cuando el cortisol se une al receptor, este se trasloca al núcleo de la célula, 

donde altera la producción de numerosas proteínas, entre las que se encuentran el interferón 

gamma (IFNγ), las interleucinas IL-1, IL-2 e IL-6 o el factor de necrosis tumoral (TNFα), 

esenciales para una correcta respuesta inmunitaria (Gómez-González y Escobar, 2006). 

3.2.2 Relación entre el estrés crónico y la función plaquetaria en delfines. 

Empleamos el valor del aumento máximo de calcio citosólico en las plaquetas tras su 

activación con ADP como medida de la funcionalidad plaquetaria. En la Tabla 40 se muestran 

las medianas (±SEM) de los valores obtenidos en cada animal, ordenados de menor a mayor. 

De nuevo, se destacan los animales más susceptibles al estrés y los más estables desde el 

punto de vista del comportamiento. 

Figura 62.  Nico, el animal menos inmunocompetente, perteneciente al grupo de los animales 

más estresables, presentó una mediana de células fagocíticas capaces de ingerir al patógeno 

significativamente inferior a la que presentó Elly, el animal sano más inmunocompetente, 

perteneciente al grupo de los delfines dominantes (p=0,0026**). En su conjunto, los animales 

menos estresables presentaron una mayor capacidad fagocítica (ingestión del patógeno) que 

los animales más estresables (p=0,0006***). 

** *** 
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Los animales con más estrés presentan una menor 

liberación de Ca2+ en las plaquetas que los animales más 

estables, que presentan valores superiores a la media de 

la especie (Tabla 40 y Figura 63). El caso de Apolo es 

explicable, ya que, como se detallará en el apartado 4 de 

esta tesis, este animal sufrió estrés agudo en numerosas 

ocasiones, acompañándose de gastritis ulcerativa o 

disputas con otros animales. Los casos de Lazo y de Leia 

deberían estudiarse más a fondo, ya que ambos son 

animales bastante estables en el grupo, sin ser los 

animales más tranquilos o dominantes de la población. En 

definitiva, parece que el estrés crónico también afecta a 

la función plaquetaria de los delfines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tanto el estrés agudo como el crónico se relacionan con aumentos en la activación 

plaquetaria. En el caso del estrés agudo, como sabemos, la adrenalina juega un papel 

fundamental, produciendo una mayor movilización de calcio intraplaquetario como 

consecuencia de la inhibición del AMPc en la plaqueta (Alarayyed et al., 1997; Zoccarato et 

al., 1991). El estrés crónico parece generar una mayor agregación plaquetaria en mamíferos 

 
 

ANIMALES 

Aumento máximo 
de concentración de 

calcio citosólico 
(mediana±SEM) 

PFIZZER 1,885±0,5 

LAZO 2,61±0,37 

BILLY 2,705±0,01 

NICO 2,775±1 

KUNI 3,12±0,4 

VENUS 3,175±0,54 

NEPTUNO 3,2±0,42 

VIRKIN 3,335±0,56 

NIKA 3,45±0,4 

NALA 3,815±0,32 

APOLO 4,1±0,76 

JOSUE 4,29±1 

GRISELL 4,31±0,74 

ELLY 5,305±0,4 

LEIA 5,57±0,67 

Tabla 40. Orden de los animales 

según su capacidad para movilizar 

el calcio plaquetario tras su 

estimulación con ADP. En naranja, 

los animales más estresables, en 

verde los más estables. 

 

Figura 63. En su conjunto, los animales más estables 

comportamentalmente (menos estresables) 

presentaron una mayor capacidad para activar las 

plaquetas que los animales más estresables 

(p=0,003**). 

** 
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como humanos y ratones, sin embargo, este proceso se produce mediante otras vías, de 

forma independiente al aumento del Ca2+ citosólico en la plaqueta (Matsuhisa F et al., 2014; 

Koudouovoh-Tripp P et al., 2020 ), por lo que, en este caso no observamos un aumento en 

dicho parámetro en los animales más estresables. Curiosamente, observamos la tendencia 

contraria, y sería conveniente profundizar más en este campo de estudio, empleando 

también técnicas como la agregometría. 

 

4.   Evaluación de la función inmunitaria y plaquetaria en animales 

enfermos. Casos clínicos. 

Como prueba de concepto de la eficacia de las técnicas puestas a punto, las hemos aplicado 

para detectar alteraciones en la funcionalidad inmunitaria y plaquetaria en mamíferos 

marinos con patologías relevantes para el estudio.  

4.1 Nala, delfina con infección fúngica respiratoria recurrente. 

Se trata de una hembra adulta que sufre de forma crónica intermitente infecciones 

respiratorias por el hongo Rhizopus microsporus. Este hongo pertenece a la clase de los 

Zigomicetos, que se encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente. El modo 

más frecuente de infección es por la inhalación de esporas que viajan en el aire. Las primeras 

barreras defensivas contra los zigomicetos son las mucosas y el endotelio, pudiendo algunas 

esporas invadirlo. Entonces las células fagocíticas actúan contra el hongo evitando su 

germinación y la proliferación de las hifas (Arias y Garzón, 2010). Normalmente, las esporas 

son fácilmente combatidas por las células fagocíticas del hospedador, sin embargo, si la carga 

de esporas es muy elevada o el animal se encuentra inmunodeprimido, las esporas consiguen 

desarrollar hifas y producir lesiones en la zona.  

A continuación, se presentan los valores de capacidad fagocítica de Nala durante tres 

episodios diferentes de infección por Rhizopus microsporus. En los tres casos, Nala mostró un 

porcentaje de células fagocíticas capaces de ingerir el patógeno significativamente superior 

a la media de la población. Además, durante uno de los episodios también mostró un 

aumento en el porcentaje de células que producían el estallido respiratorio (Figura 64). 
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4.2 Pfizzer, animal con inmunodepresión y posterior cuadro digestivo por 

levaduras. 

Tras realizar uno de los muestreos rutinarios en los animales, observamos que tanto la 

capacidad de ingestión como la de producción del estallido respiratorio de las células 

fagocíticas de Pfizzer se encontraban por debajo de la media de la población sana (Figura 65). 

Aparentemente el animal se encontraba bien y no existía ningún indicio de enfermedad. Sin 

embargo, pocos días después Pfizzer comenzó a desarrollar un cuadro digestivo cuya 

sintomatología principal fue la diarrea. El equipo veterinario determinó que la causa parecía 

ser un problema relacionado con  levaduras, que de forma natural forman parte de la flora 

intestinal.  

La inmunodepresión se ha descrito como uno de los factores clave en el desequilibrio de la 

flora intestinal, pudiendo desencadenar entre otras cosas un sobrecrecimiento de levaduras 

que se acompañe de un cuadro digestivo. En este caso, el hallazgo de la capacidad fagocítica 

mermada, (posiblemente debido a algún agente estresante), precedió a la aparición de la 

sintomatología, demostrando la utilidad de esta prueba en la mejora de la medicina 

preventiva de los acuarios. 

 

Figura 64. Durante los episodios (ep) de infección fúngica, Nala presentó valores de 

capacidad de ingestión del patógeno significativamente superiores a la media de la 

población (p<0,0001***; ep 1:79%; ep 2: 76,6% y ep 3:76% ; media±SEM: 77,2±0,9 %; 

Delfines sanos: 59,6±1,27 %). Durante uno de esos episodios, también presentó una 

capacidad para generar el estallido respiratorio superior a la media de la población (Nala: 

61%; Delfines sanos: 34,2±3,6 %). 

 

*** 
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4.3 Kuni, cría de delfín diagnosticada de cistitis hemorrágica. 

Este delfín había sido diagnosticado de cistitis hemorrágica días antes a la toma de muestras 

para nuestro estudio. Se encontraba apático y sin apetito. El equipo de veterinarios 

sospechaba que el origen de la afección era fúngico, por lo que trató al animal con un 

antifúngico (Terbinafina), con acetato de megestrol para aumentar su apetito y con Canine 

Cystaid, un suplemento nutricional que contiene N-acetil D-glucosamina, que ayuda a 

renovar y mantener la capa de glucosaminoglicanos que reviste y protege la mucosa de la 

vejiga.  El animal aún no se había recuperado por completo en el momento del muestreo.  

Al evaluar su capacidad fagocítica observamos que sus células fagocíticas se encontraban más 

reactivas que en condiciones normales, presentando un porcentaje de células que fagocitan 

el patógeno superior al de la media de la población (Figura 66). 

 

 

 

 

Figura 65. Pfizzer presentó una capacidad fagocítica inferior a la de la media de la población sana 

días antes de comenzar con un cuadro digestivo. Este efecto se observó tanto en la capacidad de 

ingestión (Pfizzer: 30 %; Delfines sanos: 59,6±1,27 %) como en la de destrucción del patógeno 

(Pfizzer: 7,2 %; Delfines sanos: 34,2±3,6 %). 

 



182 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Nika, delfina adulta con infección vírica. 

Nika presentaba una infección vírica respiratoria. A pesar de que el virus no se identificó, este 

tipo de infecciones en delfines suelen relacionarse con inmunodepresión. Al evaluar la 

capacidad fagocítica, observamos una disminución en el porcentaje de células capaces de 

ingerir el patógeno, respecto a los valores normales de la población (Figura 67). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 66. Durante el episodio de cistitis hemorrágica, 

las células fagocíticas de Kuni presentaron una 

capacidad de ingestión del patógeno superior a la 

media de la población (Kuni:80%; Delfines sanos: 

59,6±1,27 %) 

 

Figura 67. Durante la infección vírica, las células de 

Nika presentaron una capacidad para ingerir al 

patógeno inferior a la de la media de la población 

sana (Nika: 42%; Delfines sanos: 59,6±1,27 %) 
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4.5 Apolo, delfín adulto con gastritis hemorrágica derivada de estrés crónico. 

Como hemos detallado en el apartado 3, Apolo es uno de los delfines más susceptibles al 

estrés de la población. Según la información proporcionada por los entrenadores y 

veterinarios del acuario, se trata de un delfín que sufre constantes conflictos en el grupo 

debido a su baja posición en la escala jerárquica. Esto conlleva que sufra gastritis 

hemorrágicas recurrentes derivadas del estrés. De hecho, en humanos y otras especies es 

una de las principales patologías derivadas del estrés crónico (Mucio-Ramírez, 2007; Barrio 

et al., 2006). 

Durante uno de esos episodios de gastritis por estrés, las células fagocíticas de Apolo 

presentaron una menor capacidad para ingerir al patógeno (Figura 68). Este efecto no es 

sorprendente, ya que el estrés está íntimamente relacionado con la inmunodepresión. El 

estallido respiratorio se observó solo en el 10% de los fagocitos, quedando en el rango 

inferior de los animales sanos pero muy lejos de la media de la población. 

 

 

 

 

 

 

 

Por otro lado, sus leucocitos presentaban una hiperpolarización de la membrana 

mitocondrial (Figura 69). 

Figura 68. Durante el episodio de gastritis y estrés, las 

células de Apolo presentaron una capacidad para 

ingerir al patógeno inferior a la media de la población 

(Apolo:40%; Delfines sanos: 59,6±1,27 %).  
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Como hemos detallado anteriormente, en algunas ocasiones, el estrés puede conllevar 

aumentos en el potencial de membrana mitocondrial (Kikusato M y  Toyomizu M, 2013). En 

este caso, también podría deberse al mayor requerimiento energético por parte de los 

leucocitos durante la gastritis hemorrágica, que supone inflamación de la zona y riesgo de 

infección. 

Por otro lado, también la funcionalidad plaquetaria se vio alterada en este animal. La mayoría 

de los días en que fue muestreado, Apolo presentó valores de activación plaquetaria 

superiores a la media de la población. Estos hallazgos coincidieron sobre todo con periodos 

de disputas sociales con otros machos o con el padecimiento de gastritis hemorrágicas 

derivadas del estrés. 

Específicamente, el animal presentó aumentos en la liberación de Ca2+ desde los reservorios 

internos de las plaquetas hacia el citosol al estimularlas con ADP (ratio entre la IMF del Fluo-

4 en los puntos máximo y basal). En la Tabla 41 se muestran los valores obtenidos en tres días 

diferentes en los que Apolo presentó diversas afecciones.  

 

 

Figura 69. Aumento en el potencial de membrana 

mitocondrial de los leucocitos de Apolo durante un 

episodio de gastritis hemorrágica y estrés (Apolo: 

8447; Delfines sanos: 4111±478,7). 
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En los tres casos, el animal sufrió hemorragias leves y estrés agudo. Ambos factores pueden 

producir una mayor activación de las plaquetas.  

Durante la hemorragia, la liberación de TNF-α se suprime, citoquina capaz de reducir el 

aumento de calcio citosólico tras la activación de las plaquetas (Bahrami et al., 2017; Bonfitto 

et al 2018). 

Considerando el estrés como posible causa de activación plaquetaria, se ha descrito que 

personas que sufren depresión o desórdenes afectivos muestran un mayor aumento de calcio 

citosólico durante la activación de las plaquetas que las personas sanas (Dubovsky et al., 

1989). Además, la epinefrina y norepinefrina liberadas durante el estrés aumentan la 

concentración de Ca2+ intracelular en las plaquetas (Mikuni et al., 1991).  

 

 

 

 

 

 

 
Día 

 

Ratio entre la IMF del Fluo-4 
en el pico y el punto basal 

Lesiones o patologías que 
presentaba el animal 

Valor de referencia de delfines 
bajo cuidado humano 

3,4±0,2 
(min:1,8; max:4,2) 

Ninguno (delfines sanos) 

Apolo 14/01/2019 4,02 Herida por mordedura de 
otro animal días antes. 

Apolo 20/05/2019 5,3 Gastritis hemorrágica aguda 

Apolo 11/09/2019 4,2 Gastritis hemorrágica en 
recuperación 

Tabla 41.  Durante episodios de picos de estrés acompañados de gastritis o disputas con 

otros delfines, Apolo presentó niveles de activación plaquetaria (movilización de calcio 

intraplaquetario hacia el citosol) superiores a la media de la población. 
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4.6 Patrick, león marino con enteritis hemorrágica por cuerpo extraño. 

Patrick ingirió accidentalmente un cuerpo extraño, lo que desencadenó una enteritis 

hemorrágica crónica. Durante el proceso, extrajimos muestras de sangre del animal y 

observamos que sus plaquetas presentaban una concentración de calcio citosólico en reposo 

superior a la observada en los individuos sanos (Figura 70), lo que podría indicar una mayor 

actividad de las plaquetas como respuesta a la hemorragia que estaba padeciendo o incluso 

al estrés. Al estimularlas, presentaron una mayor liberación de calcio desde los reservorios al 

citosol (delta entre la IMF de Fluo-4 en los puntos máximo y basal) y aparentemente, una 

recuperación posterior más paulatina (Figura 70).  

 

 

 

 

 

En concreto, Patrick mostró unos mayores ratio y delta entre la IMF del Fluo-4 en los puntos 

final y basal que los leones marinos sanos (Tabla 42). Esto se debió a que, a pesar de que en 

todo momento Patrick presentó niveles de calcio citosólico en la plaqueta superiores a los de 

los leones marinos sanos, la diferencia entre ambos grupos en la concentración de calcio final 

fue proporcionalmente mayor a la diferencia entre la concentración basal (Tabla 43). Es decir, 

las plaquetas de Patrick presentaron una menor recaptación del calcio hacia los reservorios  
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Figura 70.  Curva de calcio citosólico frente al tiempo al activar las plaquetas en un león marino 

sano (azul) y en Patrick mientras padecía el proceso de enteritis hemorrágica (naranja). 

Observamos concentraciones de calcio superiores a los animales sanos en todo momento y una 

menor velocidad de recuperación del calcio citosólico hacia sus reservorios. 
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intraplaquetarios que las de los animales sanos tras la activación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además, como consecuencia a la pérdida de sangre, Patrick mostró un porcentaje de 

plaquetas inmaduras cinco veces superior al de sus compañeros (Figura 71). 

 

 

 

 

Grupos  Ratio entre la 
IMF del Fluo-4 
en el pico y el 
punto basal  

Ratio entre la 
IMF del Fluo-4 
en los puntos 
final y basal 

Delta entre la 
IMF del Fluo-4 
en el pico y el 
punto basal 

(FAU) 

Delta entre la 
IMF del Fluo-4 

en el punto 
final y basal 

(FAU) 

Pendiente de 
la recta 

desde el pico 
al punto final 

Leones marinos bajo cuidado 
humano n=8 

4,6±0,35 
(min:3,4; 
max:6,5) 

1,6±0,1 
(min:1,6; 
max:2,4) 

31362±3693 
(min:15149; 
max:51589) 

5413±1414 
(min:1666; 
max:17417) 

-148±13,26 
(min:-93; 
max:-236) 

Patrick, león marino con 
enteritis hemorrágica 

 
5,6 

 

 
3,6 

 
93713 

 
51827 

 
-243 

Grupos IMF Fluo-4 en 
el punto basal 

IMF Fluo-4 en 
el pico 

IMF Fluo-4 en el 
punto final 

Leones marinos bajo cuidado 
humano sanos n=8 

9415±1289 
(min: 5660;  
máx:16923) 

42754±5168,15 
(min: 29852 ;  
máx:68512) 

15150±2428,5 
(min: 7326 ;  
máx:29467) 

Patrick, león marino con 
enteritis hemorrágica n=1 

20000 113716 71830 

Tabla 42. Durante el episodio de enteritis hemorrágica, Patrick presentó un aumento máximo en el 

calcio citosólico superior al observado en individuos sanos (empleando el delta entre la IMF del Fluo-

4 en el punto máximo y basal). Por otro lado, la recuperación del calcio hacia sus reservorios durante 

el retorno al estado de reposo fue inferior a la detectada en los individuos sanos, a pesar de que la 

pendiente se encuentra en el límite superior del rango de normalidad. 

Tabla 43. Patrick presentó una concentración de calcio citosólico en las plaquetas 

superior a la media de la población en todos los puntos (basal, pico y final), aunque 

especialmente en el punto final. 



188 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.7 Lazo, delfín con gastritis ulcerativa hemorrágica. 

Lazo sufrió una úlcera gástrica que tuvo como consecuencia un leve sangrado. Esta 

hemorragia produjo un incremento en el porcentaje de plaquetas inmaduras en sangre con 

respecto a la media de la población sana (Figura 72). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 71. Durante el episodio de hemorragia 

intestinal, Patrick mostró unos niveles de plaquetas 

reticuladas superior a la media de la población sana 

(Patrick: 15%; Leones marinos sanos: 2,95±0,05 %). 

Figura 72. Durante el episodio de gastritis ulcerativa 

con hemorragia, Lazo presentó más del doble de 

plaquetas reticuladas en sangre que los delfines sanos 

(Lazo: 14,6%; Delfines sanos: 5,3±0,3 % ,min:3,8; 

max:6,5). 
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4.8 Delfín salvaje varado enfermo en la costa valenciana.  

 En abril del 2018 varó un delfín salvaje en la costa de Valencia. El animal se encontraba en 

un estado de salud muy delicado y finalmente tuvo que ser eutanasiado, no sin antes extraer 

muestras de sangre para la evaluación de su funcionalidad inmunitaria y plaquetaria. El 

aumento máximo de calcio citosólico que presentaron las plaquetas del animal tras ser 

estimuladas con ADP fue muy inferior a la media de la población de delfines sanos. En 

concreto, el ratio entre la IMF del Fluo-4 en el pico y el punto basal fue de 1,7, siendo la media 

de la población 3,4±0,2.  

 

5. Efectos in vitro de los contaminantes ambientales sobre la función 

inmunitaria y plaquetaria de delfines mulares. 

Primero realizamos un estudio toxicológico de la sangre, plasma y tejidos de delfines salvajes, 

para comprobar a qué contaminantes están expuestos en el mar y seleccionar los de mayor 

interés para el estudio. Posteriormente, llevamos a cabo los estudios in vitro de funcionalidad 

inmunitaria y plaquetaria tras exponer las células de los animales a los compuestos 

seleccionados. 

5.1 Detección de contaminantes en diferentes matrices de delfines. 

5.1.1 Detección de compuestos de uso humano en tejidos de delfín. 

Como prueba de concepto, empleamos muestras de hígado y riñón de un delfín varado para 

estudiar la presencia/ ausencia de ciertos compuestos de uso humano de interés para el 

estudio. En la Tabla 44 mostramos los datos obtenidos. El animal presentó niveles 

detectables de cafeína, aspirina, ketoprofeno e ibuprofeno en sus tejidos. En el caso del 

paracetamol, se produjeron problemas con los estándares y no podemos aportar datos en 

esta tesis, aunque el estudio continúa su curso con muestras de más animales. 
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Estos hallazgos demuestran que los mamíferos marinos bioacumulan fármacos u otros 

compuestos de uso humano en sus tejidos mediante la dieta, por lo que estos xenobióticos 

se encuentran ya integrados en la cadena trófica de los ecosistemas marinos, al menos en las 

zonas más costeras. 

5.1.2 Detección de metales pesados en sangre entera o plasma de delfín. 

Se emplearon muestras de sangre y plasma de 16 delfines salvajes de la Bahía de Sarasota y 

de 14 delfines bajo cuidado humano de dos acuarios españoles diferentes (Oceanogràfic de 

Valencia y Mundomar). En estas matrices se analizaron metales pesados y diversos fármacos. 

En este caso, no se detectaron fármacos ni en plasma ni en sangre entera, puesto que la 

cinética de estos compuestos en la sangre de los organismos vivos es rápida y no son 

bioacumulables en esta matriz. Los metales pesados que se analizaron fueron los siguientes: 

Cd, Pb, As, Cu, Zn, Cr, Hg, Na, Mg, P,K, Ca, Fe, Al, Ti, Sr, Ba, Mn, Co, V, Mo, Tl, Ni, U y Be. 

A continuación, mostramos las concentraciones de cada compuesto detectadas en sangre o 

plasma de los diferentes grupos de delfines (Tablas 45, 46, 47). No se detectaron trazas de 

Mo, Tl, U, Be ni Ni en ninguno de los grupos. Las concentraciones de algunos metales pesados 

son similares en animales bajo cuidado humano y animales salvajes, como es el caso del Cu, 

Zn, Na, Mg, P, Ca, Fe, Al, Ti o Ba. Únicamente en el caso del Pb, los delfines bajo cuidado 

humano presentaron una mayor concentración que los animales salvajes. Para el resto de los 

metales pesados, los delfines salvajes mostraron una mayor concentración en sangre que los 

animales en cautividad, siendo estas diferencias más notables en el Hg, presentando los 

animales salvajes una concentración 10 veces superior a la de los animales bajo cuidado 

humano, así como el Sr, el Cr o el As, cuya concentración en sangre en delfines salvajes 

doblaba a la detectada en delfines bajo cuidado humano. En el caso del Cd, este metal no fue 

detectado en ningún animal en cautividad, pero sí en seis de los animales salvajes. Tampoco 

todos los individuos de vida libre mostraron Mn, Co o V en esta matriz.  

 Cafeína (µM) Aspirina (µM) Ketoprofeno (µM) Ibuprofeno (µM) 

Hígado 0,0154 0,018 0,002 0,17 

Riñón 0,004 0,0009 0,0015 0,015 

Tabla 44. Concentración de cafeína, aspirina, ketoprofeno e ibuprofeno en muestras de 

hígado y riñón de un delfín mular. 
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[Cd] 

sangre 
[Pb] sangre [As] sangre [Cu] sangre [Zn] sangre [Cr] sangre 

 
ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g 

Josué 0,00 91,42 16,27 1455,37 2922,08 0,00 

Leia 0,00 27,16 29,50 647,80 2898,00 29,26 

Virkin 0,00 74,49 27,33 837,71 3738,84 0,00 

Kuni 0,00 79,40 14,73 1215,90 3552,38 17,39 

Venus 0,00 0,00 18,58 881,26 2749,51 0,00 

Neptuno 0,00 0,00 23,89 779,35 2563,03 0,00 

Nika 0,00 0,00 24,18 869,76 2931,79 0,00 

Nala 0,00 29,47 30,08 782,19 2719,08 0,00 

Pfizer 0,00 65,04 20,64 734,84 4072,01 0,00 

Aqua 0,00 94,91 10,97 1976,71 4208,17 18,69 

Camino 0,00 39,86 5,74 675,58 2699,40 38,43 

Farah 0,00 72,23 10,13 704,23 2892,61 0,00 

Maya 0,00 45,67 11,35 834,83 2284,67 11,21 

Edu 0,00 0,00 0,00 719,22 2851,44 0,00 

PROMEDIO 0,00 44,26 17,38 936,77 3077,36 8,21 

STD. DEV. 0,00 35,65 9,13 371,97 579,49 12,91 

MEDIANA 0,00 42,76 17,42 808,51 2895,31 0,00 

MINIMO 0,00 0,00 0,00 647,80 2284,67 0,00 

MÁXIMO 0,00 94,91 30,08 1976,71 4208,17 38,43 

261 0,00 0,00 62,64 695,31 2585,14 0,00 

281 0,00 0,00 34,47 1262,82 3236,69 10,89 

283 0,00 0,00 37,56 717,53 2341,52 0,00 

264 0,00 0,00 35,70 680,90 2518,28 0,00 

266 0,00 0,00 15,24 771,43 2846,95 0,00 

285 0,00 0,00 47,44 1278,68 2385,07 0,00 

316 14,09 40,67 35,36 801,44 2425,51 17,82 

128 13,06 18,36 82,90 969,17 2124,03 42,22 

138 14,19 88,07 29,02 842,50 3428,79 29,52 

221 0,00 0,00 16,27 646,98 1850,99 11,63 

287 0,00 0,00 17,85 710,08 2769,03 0,00 

211 13,60 28,64 71,54 806,29 2430,27 19,40 

238 15,50 1,08 33,39 655,16 2287,10 13,24 

289 0,00 0,00 22,66 937,90 2595,55 17,65 

318 0,00 0,00 16,70 630,97 4010,47 0,00 

291 92,40 197,00 178,81 963,38 2314,00 78,87 

PROMEDIO 10,18 23,36 46,10 835,66 2634,34 15,08 

STD. DEV. 22,91 52,05 40,68 202,15 535,34 21,09 

MEDIANA 0,00 0,00 34,91 786,44 2474,27 11,26 

MINIMO 0,00 0,00 15,24 630,97 1850,99 0,00 

MÁXIMO 92,40 197,00 178,81 1278,68 4010,47 78,87 

Tabla 45.  Concentraciones de Cd, Pb, As, Cu, Zn y Cr detectadas en sangre de delfines bajo 

cuidado humano y delfines salvajes. 
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[Hg] sangre [Na] sangre [Mg] 

sangre 
[P] sangre [K] sangre [Ca] sangre [Fe] sangre 

 
microg/g microg/g microg/g microg/g microg/g microg/g microg/g 

Josué 0,048 2663,70 21,23 261,47 1444,92 35,53 470,05 

Leia 0,034 3127,73 20,95 267,11 1464,93 38,13 441,05 

Virkin 0,030 2596,66 24,42 259,49 1546,02 41,01 464,58 

Kuni 0,035 2731,71 23,77 262,45 1524,50 48,43 432,08 

Venus 0,032 2611,80 22,91 283,56 1460,89 37,55 452,15 

Neptuno 0,050 2701,03 21,06 257,75 1370,78 26,74 425,06 

Nika 0,033 2511,46 19,83 273,11 1508,13 40,01 524,27 

Nala 0,027 2756,03 23,94 251,90 1195,99 47,69 435,29 

Pfizer 0,040 2680,58 22,08 254,82 1417,18 46,07 455,18 

Aqua 0,036 3101,01 18,43 255,41 1320,22 44,45 407,41 

Camino 0,038 2954,70 21,15 304,38 1580,12 23,45 482,43 

Farah 0,030 3044,84 23,09 293,15 1473,04 36,21 448,75 

Maya 0,027 3129,92 22,85 291,68 1214,08 58,73 354,54 

Edu 0,037 2653,22 22,07 255,55 1473,68 23,85 474,37 

PROMEDIO 0,035 2804,60 21,98 269,42 1428,18 39,13 447,66 

STD. DEV. 0,007 218,60 1,67 16,99 115,78 9,93 39,12 

MEDIANA 0,035 2716,37 22,07 261,96 1462,91 39,07 450,45 

MINIMO 0,027 2511,46 18,43 251,90 1195,99 23,45 354,54 

MÁXIMO 0,050 3129,92 24,42 304,38 1580,12 58,73 524,27 

261 0,370 2867,97 33,17 339,30 1463,25 37,28 436,91 

281 0,068 2653,85 35,60 328,69 1244,61 31,42 451,80 

283 0,312 2427,66 31,17 296,68 1486,94 18,14 434,16 

264 0,591 2377,87 32,52 288,45 1592,66 26,30 432,05 

266 0,405 2392,68 34,86 330,08 1570,67 24,58 455,61 

285 0,436 2629,62 29,97 273,06 1367,41 34,92 349,61 

316 0,072 2455,50 31,16 265,60 1496,52 53,00 338,54 

128 0,511 2543,14 27,13 193,09 1347,70 35,55 273,26 

138 0,626 2526,77 31,14 243,89 1446,92 46,68 426,54 

221 0,614 2389,94 26,49 236,04 1349,26 21,58 319,64 

287 0,079 2406,86 31,28 288,04 1525,73 34,66 473,39 

211 0,553 2468,35 31,95 268,86 1429,20 30,52 403,33 

238 0,357 2516,52 26,06 284,10 1348,14 28,73 408,52 

289 0,064 2610,36 29,50 284,20 1390,46 40,00 422,16 

318 0,769 2365,01 37,20 405,61 1861,42 36,90 734,32 

291 0,075 2964,04 36,36 239,50 1099,20 55,71 278,00 

PROMEDIO 0,369 2537,26 31,60 285,32 1438,76 34,75 414,87 

STD. DEV. 0,237 174,68 3,35 49,65 167,06 10,47 105,82 

MEDIANA 0,387 2492,44 31,22 284,15 1438,06 34,79 424,35 

MINIMO 0,064 2365,01 26,06 193,09 1099,20 18,14 273,26 

MÁXIMO 0,769 2964,04 37,20 405,61 1861,42 55,71 734,32 
 

 

 

 

Tabla 46. Concentraciones de Hg, Na, Mg, P,K, Ca y Fe detectadas en sangre de delfines bajo 

cuidado humano y delfines salvajes. 
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[Al] sangre [Ti] sangre [Sr] sangre [Ba] sangre [Mn] 

sangre 
[Co] sangre [V] sangre 

 
ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g 

Josué 0,00 0,00 44,09 83,38 0,00 0,00 0,00 

Leia 0,00 15,78 36,37 104,86 0,00 0,00 0,00 

Virkin 832,09 87,56 61,39 331,25 0,00 0,00 0,00 

Kuni 0,00 25,00 75,22 218,48 0,00 0,00 0,00 

Venus 0,00 0,00 58,07 52,30 0,00 0,00 0,00 

Neptuno 0,00 0,00 50,66 0,00 0,00 0,00 0,00 

Nika 0,00 0,00 32,78 72,86 0,00 0,00 0,00 

Nala 4577,32 426,73 90,06 109,61 0,00 0,00 12,73 

Pfizer 2061,22 110,61 69,86 248,60 0,00 0,00 0,00 

Aqua 749,88 78,37 61,93 222,39 0,00 0,00 0,00 

Camino 0,00 83,74 14,50 0,00 0,00 0,00 0,00 

Farah 0,00 79,00 34,08 0,00 0,00 0,00 0,00 

Maya 2090,36 275,36 116,73 383,43 62,02 0,00 0,00 

Edu 0,00 56,90 30,99 0,00 0,00 0,00 0,00 

PROMEDIO 736,49 88,50 55,48 130,51 4,43 0,00 0,91 

STD. DEV. 1336,78 121,42 26,89 128,69 4,75 0,00 0,97 

MEDIANA 0,00 67,64 54,37 94,12 5,09 0,00 1,04 

MINIMO 0,00 0,00 14,50 0,00 5,45 0,00 1,12 

MÁXIMO 4577,32 426,73 116,73 383,43 5,84 0,00 1,20 

261 0,00 0,00 75,64 69,95 0,00 0,00 0,00 

281 6707,94 612,06 113,09 83,16 0,00 0,00 24,50  
283 0,00 158,69 53,44 0,00 0,00 0,00 0,00 

264 0,00 0,00 71,37 0,00 0,00 0,00 0,00 

266 0,00 0,00 53,24 0,00 0,00 0,00 0,00 

285 0,00 16,88 58,08 75,73 0,00 0,00 0,00 

316 1152,95 128,78 148,62 283,63 30,95 0,00 0,00 

128 0,00 0,00 110,86 122,68 0,00 0,00 0,00 

138 2313,77 434,36 163,65 226,81 6,00 0,00 0,00 

221 0,00 0,00 49,93 0,00 0,00 0,00 0,00 

287 108,27 88,14 89,95 96,39 0,00 0,00 0,00 

211 608,23 13,73 101,20 93,53 0,00 0,00 0,00 

238 0,00 0,00 59,26 94,42 0,00 0,00 0,00 

289 0,00 8,34 72,61 9,27 0,00 0,00 0,00 

318 0,00 0,00 91,80 194,08 0,00 0,00 0,00 

291 1020,29 0,00 185,91 1041,66 197,27 34,90 0,00 

PROMEDIO 744,47 91,31 93,67 149,46 14,64 2,18 1,53  
STD. DEV. 1717,25 178,88 41,68 252,57 49,32 8,72 6,13  

MEDIANA 0,00 4,17 82,80 88,34 0,00 0,00 0,00 

MINIMO 0,00 0,00 49,93 0,00 0,00 0,00 0,00 

MÁXIMO 6707,94 612,06 185,91 1041,66 197,27 34,90 24,50 
 

 

 

 

 

Tabla 47. Concentraciones de Al, Ti, Sr, Ba, Mn, Co y V detectadas en sangre de delfines bajo cuidado 

humano y delfines salvajes. 
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El hecho de que los delfines bajo cuidado humano también estén expuestos a contaminantes 

no debe sorprendernos, puesto que, a través de la ingesta de pescado, todos lo estamos 

(Panseri et al., 2019; Zupo et al., 2019). Los delfines de los acuarios se alimentan con pescado 

congelado procedentes de piscifactorías y de acuicultura en el mar, de forma similar a la dieta 

que recibimos los humanos. Además, no debemos olvidar que las instalaciones de los delfines 

de los acuarios se llenan con agua procedente directamente del mar, aunque esta recibe 

diversos filtrados y un tratamiento previo con luz UV para eliminar los posibles agentes 

infecciosos procedentes del mar.  

Teniendo en cuenta los datos aportados y la bibliografía previa sobre el tema, decidimos que 

los fármacos suponían un campo de estudio interesante, ya que nunca se han empleado en 

estudios inmunotoxicológicos en mamíferos marinos previamente. Los estudios de 

toxicología in vitro en plaquetas, como hemos mencionado anteriormente, son en sí mismos, 

pioneros en estas especies. Así pues, los compuestos seleccionados para el estudio fueron 

Ibuprofeno, cafeína, aspirina y paracetamol, por su frecuente uso en la vida diaria de las 

personas. 

5.2 Efectos de los contaminantes en la funcionalidad inmunitaria y plaquetaria de 

delfines mulares. 

Evaluamos los efectos de cada compuesto sobre diferentes parámetros de la función 

inmunitaria (viabilidad celular, capacidad fagocítica y estado redox de los monocitos y 

granulocitos, proliferación de linfocitos, producción de citoquinas y potencial de membrana 

mitocondrial de los leucocitos) y plaquetaria (activación plaquetaria y liberación de 

micropartículas de forma aguda o tras 24 horas de exposición al compuesto).  

5.2.1 Efectos del ibuprofeno sobre la funcionalidad inmunitaria y plaquetaria de delfines. 

5.2.1.1 Efectos del ibuprofeno sobre la funcionalidad inmunitaria. 

▪ Efectos del ibuprofeno sobre la viabilidad de los leucocitos. 

Tras 24 horas de exposición, el ibuprofeno indujo muerte celular por necrosis de forma dosis-

dependiente. Estas diferencias fueron estadísticamente significativas a la concentración más 

alta del fármaco, aumentando el porcentaje de células necróticas con respecto al control en 

un 62,7±22,45% (Figura 73). 
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La capacidad del ibuprofeno para producir necrosis, apoptosis y alteraciones en el ciclo 

celular ha sido previamente descrita en estudios con células leucémicas humanas  

(Jakubikoua et al., 2001), aunque otros estudios defienden que no ocurre del mismo modo 

en células no tumorales (Todo et al., 2013). En delfines, sí que observamos necrosis en 

leucocitos sanos. 

 

 

▪ Efectos del ibuprofeno sobre el potencial de membrana mitocondrial (PMM) de los 

leucocitos. 

No observamos diferencias significativas en el PMM leucocitario entre las muestras control y 

las expuestas al fármaco.  

▪ Efectos del ibuprofeno sobre la capacidad fagocítica de monocitos y granulocitos. 

El ibuprofeno redujo significativamente la fagocitosis (p≤0,0003). Concretamente, la redujo 

en un 15±4,45% a 800 µM (p≤0,05), 17,2±3% a 1,6 mM (p≤0,05) y 19,4±2,7% a 3,2 mM (p 

≤0,001) (Figura 74). Por el contrario, el ibuprofeno no tuvo efectos sobre la producción del 

estallido respiratorio por parte de las células fagocíticas. 

* 

Figura 73. Porcentaje de células necróticas tras 24 horas 

de exposición al ibuprofeno. Se observó un aumento 

significativo con respecto al control a 3,2 mM (p=0,02*). 

Este resultado se obtuvo empleando el test t-de 

Student. 
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Estos resultados coinciden con los observados en humanos en estudios previos (Zielinska y 

Wladyslaw, 1996; Furst et al., 2005). El ibuprofeno es un antiinflamatorio no esteroideo 

(AINE), y como tal es un inhibidor de la ciclooxigenasa (COX-2). La COX-2 es la encargada de 

transformar el ácido araquidónico (AA) en prostaglandinas (PGs), que son mediadoras de la 

inflamación, ya que promueven la vasodilatación, la liberación de citoquinas con propiedades 

vasoactivas y quimiotácticas o el reclutamiento de los leucocitos a la zona de infección 

(quimiotaxis) (Bieren et al., 2017). Alteraciones a cualquiera de estos niveles pueden producir 

una reducción en el porcentaje de células fagocíticas capaces de ingerir al patógeno (Figura 

75). 
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Figura 74. El ibuprofeno redujo la capacidad de ingestión de 

las células fagocíticas de forma dosis dependiente 

(p≤0,0003***). El efecto fue mayor cuanto mayor fue la dosis 

del fármaco, siendo significativo a 800 µM (p≤0,05*), 1,6 mM 

(p≤0,05*) y 3,2 mM (p ≤0,001***) (ANOVA). 

*** 
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▪ Efectos del ibuprofeno sobre la producción de citoquinas. 

Encontramos un aumento en la producción de la citoquina IL-6 en las muestras tratadas con 

dosis altas de ibuprofeno durante 24 horas (p=0,03). Esto nos sugiere que el mecanismo por 

el cual el ibuprofeno reduce la capacidad fagocítica no está mediado por esta misma vía 

(Figura 118). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

▪ Efectos del ibuprofeno sobre el estado redox de monocitos y granulocitos. 

El ibuprofeno aumentó el porcentaje de células fagocíticas presentando estrés oxidativo de 

forma dosis dependiente (p≤0,018), especialmente a las concentraciones de entre 1,6 mM y 

3,2 mM. A estas concentraciones el aumento fue de un 29±7,7% (p=0,0011) y un 47±14,8% 

(p=0,0018) respectivamente con respecto al control (Figura 76). 

Figura de creación propia utilizando Biorender.com 

Figura 75. El ibuprofeno tiene un efecto inhibidor sobre la COX-2, impidiendo la formación de 

prostaglandinas encargadas de múltiples aspectos de la inflamación, como la vasodilatación, la 

liberación de citoquinas o la quimiotaxis. 
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Este efecto se ha descrito previamente en células humanas, de crustáceos o peces (Gómez-

Oliván et al., 2014; Jiménez et al., 2004; Islas-Flores et al., 2013). El aumento en la producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) no depende de la vía de la ciclooxigenasa. En 

humanos, la administración oral de 100 mg/Kg de ibuprofeno produce un incremento 

significativo de la actividad de la mieloperoxidasa (MPO), peroxidación lipídica o de la 

actividad de la xantina oxidasa (Jiménez et al., 2004). La función de la MPO ha quedado 

descrita en el apartado de Introducción. La peroxidación lipídica consiste en la degradación 

oxidativa de los lípidos por radicales libres y la xantina oxidasa es una enzima que transforma 

determinados metabolitos de las purinas en ácido úrico produciendo ROS en el proceso 

(Gómez-Oliván et al., 2014). La potenciación de estas tres vias, por tanto, acarrea un aumento 

en la producción de ROS. Por otro lado, las carpas comunes (Cyprinus carpio) y los mejillones 

mediterráneos (Mytilus galloprovincialis) tratados con ibuprofeno también mostraron un 

aumento en los niveles de peroxidación lipídica y producción de enzimas antioxidantes (Islas-

Flores et al., 2013; González-Rey y Bebianno, 2011).  

La mayor producción de ROS derivada de la exposición al fármaco es muy dependiente del 

individuo y la situación concreta (enfermedades, práctica de deporte reciente…) (Nieman et 

* 
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Figura 76. La exposición al ibuprofeno durante 24 horas 

produjo un aumento estadísticamente significativo en el 

porcentaje de células presentando estrés oxidativo 

(p≤0,018*, empleando ANOVA). Empleando t-test, las 

diferencias fueron significativas a 1,6 mM (p=0,0011**) 

y a 3,2 mM (p=0,0018**). 
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al., 2006; McAnurty et al., 2006) y se suele acompañar de un aumento de enzimas 

antioxidantes (Gutierrez-Noya et al., 2019; González-Rey y Bebianno, 2011). 

 

▪ Efectos del ibuprofeno sobre la proliferación de los linfocitos. 

A pesar de que está descrito el efecto de arresto del ciclo celular en las fases G0/G1 del 

ibuprofeno (Leidgens et al., 2015), en delfines no observamos que el ibuprofeno afectara a la 

proliferación de los linfocitos en delfines. 

5.2.1.2 Efectos del ibuprofeno sobre la funcionalidad plaquetaria. 

▪ Efectos del ibuprofeno sobre la movilización de calcio intraplaquetario. 

 

a) Exposición aguda al ibuprofeno. 

La exposición aguda a ibuprofeno no alteró la concentración de plaquetas en sangre ni la 

velocidad a la que estas respondieron al estímulo (ADP). 

Tras activar las plaquetas con ADP, el aumento de calcio citosólico se produjo de forma similar 

en las muestras control y en las expuestas al fármaco. Sin embargo, el ibuprofeno redujo la 

velocidad de recaptación del calcio hacia sus estructuras de almacenamiento de forma dosis-

dependiente(p=0,0076). Este efecto fue estadísticamente significativo a todas las 

concentraciones, especialmente a las más altas (0,48mM y 1,5mM), que disminuyeron la 

velocidad de recuperación a la mitad y a la quinta parte respectivamente (p≤0,0001) (Figura 

77). Al recaptarse menos, la concentración de calcio citosólico final en las plaquetas 

expuestas al ibuprofeno fue entre un 16 y un 38,5% mayor que en los controles (p=0,036) 

(Figura 77 B). 
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Figura 77. (A) Las plaquetas expuestas de forma aguda al ibuprofeno presentaron una menor 

velocidad de recaptación del calcio citosólico hacia sus reservorios internos de forma dosis-

dependiente (p=0,0076**), observándose los efectos más importantes a partir de 0,48 mM 

(p≤0,05*)(ANOVA). Empleando t-test este efecto fue significativo a todas las 

concentraciones(p≤0,0001***). (B) Las plaquetas expuestas al fármaco presentaron, por tanto, 

mayores concentraciones de calcio citosólico a punto final (p=0,036*, empleando ANOVA). (C) 

Representación gráfica de la evolución de la concentración de calcio citosólico en el tiempo en 

la muestra control y en las muestras expuestas a diferentes concentraciones de ibuprofeno 

(0,12mM, 0,24 mM, 0,48 mM y 1,5 mM).  

*** 

*** 

*** *** 

*A B 
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b) Exposición durante 24 horas al ibuprofeno. 

En este caso tampoco se observaron efectos sobre el recuento plaquetario ni la velocidad de 

respuesta de las plaquetas ante el estímulo. 

Por el contrario, tras 24 horas de exposición, el ibuprofeno redujo la liberación de calcio 

desde los reservorios internos de la plaqueta hacia el citosol durante la activación 

plaquetaria. Este efecto es dosis-dependiente y se observa en las medidas de cociente y 

diferencial entre la IMF de Fluo-4 entre el pico y el basal (p=0,035 y p=0,0268 

respectivamente, empleando ANOVA) (Figura 78). Empleando el cociente como medida, 

observamos que el ibuprofeno redujo el aumento de calcio citosólico respecto al control en 

un 27,3±4,8% a 400 µM (p=0,0013), 25,3±3,7% a 800 µM (p=0,001), 26,5±5,9% a 1,6mM 

(p=0,0032) y 25,9±4% a 3,2mM (p=0,0009). Empleando el diferencial, la reducción fue de un 

31,2±6,7% a 200 µM (p=0,009), 40±5,8% a 400 µM (p=0,0009), 34±6,5% a 800 µM (p=0,0089), 

27,7±9,2% a 1,6mM (p=0,0311) y 29,8±10,2% a 3,2mM (p=0,036). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 78.  Aumento de calcio citosólico en las plaquetas al activarlas con ADP en las muestras 

control y expuestas al ibuprofeno. (A) El cociente entre la IMF de Fluo-4 en el pico y el punto basal 

fue significativamente inferior en las muestras expuestas al ibuprofeno (p=0,035*, empleando 

ANOVA). Con t-test las diferencias fueron estadísticamente significativas a 400 µM (p=0,0013**), 

800 µM (p=0,001**), 1,6 mM (p=0,0032**) y 3,2 mM (p=0,0009***). (B) El diferencial entre ambos 

puntos también fue significativamente inferior en las muestras tratadas con ibuprofeno 

(p=0,0268*, empleando ANOVA). Con t-test las diferencias entre las muestras tratadas y los 

controles fueron significativas a todas las concentraciones: 200 µM (p=0,009**), 400 µM 

(p=0,0009***), 800 µM (p=0,0089**), 1,6mM (p=0,0311*) y 3,2mM (p=0,036*). 
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El ibuprofeno también redujo significativamente la posterior recuperación del calcio desde el 

citosol hacia sus estructuras de almacenamiento. La velocidad de recaptación del calcio fue 

significativamente inferior en las muestras expuestas al ibuprofeno que en las muestras 

control (p=0,046). Se observaron diferencias significativas a todas las concentraciones, 

especialmente a las más altas (Figura 79). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Puesto que, al activarlas, las plaquetas expuestas a ibuprofeno liberaron menos calcio hacia 

el citosol, la concentración final de calcio, a pesar de que su recaptación hacia los reservorios 

internos es más lenta, se mantiene inferior con respecto a las muestras control (p=0,0115). 

Este efecto es máximo a las concentraciones de 1,6mM y 3,2 mM, con un 21,87±3,2% (p 

≤0,05), y 22,5±4% (p ≤0,05) menor concentración de calcio citosólico que el control 

respectivamente (Figura 80). 

 

 

 

 

Figura 79. El ibuprofeno redujo de forma dosis dependiente la velocidad de recaptación del 

calcio citosólico hacia sus reservorios internos (p=0,046*, empleando ANOVA). Empleando 

t-test, se encontraron diferencias significativas a todas las concentraciones: 200 µM 

(p=0,027), 400 µM (p=0,029), 800 µM (p=0,018), 1,6 mM (p=0,009) y 3,2 mM (p= 0,005). 
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La evolución en el tiempo del calcio citosólico en la plaqueta en la muestra control y en las 

muestras expuestas a las diferentes concentraciones de ibuprofeno se representan 

gráficamente en la Figura 81. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 

Figura 80.  El ibuprofeno redujo de forma significativa la concentración de 

calcio citosólico en la plaqueta en el punto final, especialmente en las 

muestras expuestas a las concentraciones más altas del fármaco. Este 

efecto es estadísitcamente significativo empleando ANOVA (p=0,0115) y t-

test en las concentraciones de 1,6 mM y 3,2 mM (p ≤0,05). 

Figura 81.  Representación gráfica de la evolución de la concentración de calcio citosólico 

en el tiempo en la muestra control y en las muestras expuestas a diferentes concentraciones 

de ibuprofeno (de 200 µM a 3,2 mM). 
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▪ Efectos del ibuprofeno sobre la exposición de fosfatidilserina y liberación de 

micropartículas plaquetarias. 

 

a) Exposición aguda al ibuprofeno. 

Al estimular las plaquetas, el ibuprofeno redujo la exposición de PS a la cara externa de la 

membrana plaquetaria de forma significativa. Empleando el cociente entre la IMF de la 

Anexina-V en el punto máximo y basal, la reducción fue de un 34±8% a 0,12 mM (p=0,02), 

38±6,7% a 0,24 mM (p=0,005), 45,7±7,3% a 0,48 mM (p=0,003) y 60±17,3% a 1,5 mM (p=0,02) 

(Figura 82). Empleando el diferencial entre ambos puntos, las diferencias solo fueron 

significativas a 0,24 mM y 0,48 mM, reduciendo la exposición de la PS  en un 23±2% 

(p=0,0001) y 26±8% (p=0,05) respectivamente. A 1,5 mM, la reducción fue del 49±31%, sin 

embargo, no fue estadísticamente significativa, debido a la mayor variabilidad de los datos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además, el ibuprofeno redujo la velocidad de exposición de la PS durante toda la adquisición 

de la muestra de forma dosis-dependiente (p=0,0155). La reducción respecto a las muestras 

control fue de un 18±2,5% a 0,12 mM(p=0,0014), 24±7% a 0,24 mM (p=0,04) y 30±3,7% a 

* ** ** * 

Figura 82.  La exposición aguda a ibuprofeno redujo de forma 

significativa la traslocación de la PS a la cara externa de la 

membrana plaquetaria a las concentraciones de 0,12 mM 

(p=0,02*), 0,24 mM (p=0,005**), 0,48 mM (p=0,003**) y 1,5 mM 

(p=0,02*). Las diferencias se observaron empleando t-test. 
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0,48 mM (p=0,001). La mayor variabilidad de los datos a 1,5 mM no permitió que las 

diferencias fueran significativas en este caso (Figura 83). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A punto final, la PS expuesta fue significativamente menor en las muestras tratadas con 

ibuprofeno que en las muestras control. Empleando el ratio entre la IMF final y basal de 

Anexina-V, esta reducción fue de un 39±6,5% a 0,12 mM (p=0,0042) 43±6% a 0,24 mM 

(p=0,0017), 52,8±5,7% a 0,48 mM (p=0,0005) y 60±6,4% a 1,5 mM (p=0,032). Empleando el 

diferencial la reducción fue de un 26±6,3% a 0,24 mM (p=0,021), 32,2±4% a 0,48 mM 

(p=0,0012) y 19,4±3,3% a 1,5 mM(p=0,0047) (Figura 84). 

 

 

 

Figura 83. El ibuprofeno redujo la velocidad de exposición de PS 

por parte de las plaquetas tras la estimulación con ionóforo de 

calcio en comparación con las muestras sin tratar con el fármaco. 

Estas diferencias se observaron empleando ANOVA (p= 0,015) y 

t-test.  

* 

** * *** 
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Los cambios en la exposición de la PS en las muestras tratadas de forma aguda con el 

ibuprofeno se resumen en la Figura 85.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 85. Cambios en el tiempo en la exposición de la PS a la cara externa de la 

membrana plaquetaria en las muestras control y las tratadas de forma aguda con 

el ibuprofeno tras estimular con ionóforo de calcio. 

* 

** ** 

*** 

* 

Figura 84. El ibuprofeno redujo la exposición de PS a la cara externa de la membrana plaquetaria 

a punto final. Las diferencias se observaron empleando el ratio y delta entre la IMF de Anexina-V 

utilizando ANOVA (p= 0,047* y p=0,015* respectivamente) y t-test (p≤0,05*; p<0,01**; 

p<0,001***). 

* 

* 
** 

** 
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b) Exposición durante 24 horas al ibuprofeno. 

Tras 24 horas de incubación, no se observaron diferencias estadísticamente significativas en 

el porcentaje de MPPs entre las muestras control y las expuestas al ibuprofeno. Las muestras 

incubadas con o sin el fármaco durante 24 horas, se estimularon con ionóforo de calcio. En 

las muestras tratadas con ibuprofeno observamos una tendencia a la baja en la exposición 

de PS a la cara externa de la membrana. Este efecto parecía ser dosis-dependiente pero no 

fue estadísticamente significativo (Figura 86). 

 

 

 

 

 

 

 

Los efectos del ibuprofeno sobre la funcionalidad plaquetaria observados en este estudio 

demuestran que este fármaco presenta un efecto inhibidor de la activación plaquetaria en 

delfines. El ibuprofeno es capaz de inhibir de forma dosis-dependiente la movilización de 

calcio intraplaquetario, la expresión de la superficie procoagulante y la liberación de 

micropartículas plaquetarias.  

Nuestros resultados concuerdan con los observados en estudios previos realizados con 

muestras humanas o de animales de laboratorio. Al igual que el ibuprofeno reduce la función 

inmunitaria debido a su naturaleza de AINE, sus efectos sobre la función plaquetaria también 

se explican por ser un inhibidor de la ciclooxigenasa. En las plaquetas, las ciclooxigenasas 

catalizan la conversión del ácido araquidónico (AA) a prostaglandinas y tromboxanos. El 

tromboxano A2 es uno de los mayores promotores de la activación plaquetaria, ya que 

promueve la liberación de gránulos densos y gránulos α. Los gránulos densos contienen 

compuestos que fomentan la activación plaquetaria, entre los que se encuentra ADP, que 

Figura 86. Exposición de PS al estimular las plaquetas con ionóforo de calcio en las muestras 

control y las expuestas a diferentes concentraciones de ibuprofeno (NDS: p≥0,05). 
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como sabemos, es un agonista plaquetario fisiológico, el cual fomenta la liberación de calcio 

al citosol de las plaquetas. Los gránulos α liberan vWF o fibrinógeno entre otras cosas, 

potenciando sobre todo la agregación plaquetaria. Todo ello desencadena el consiguiente 

cambio de forma de la plaqueta, agregación plaquetaria, secreción de más gránulos, 

expresión de la superficie procoagulante, liberación de MPPs y finalmente formación del 

tapón hemostático (Monteiro et al., 2001). Además, el TxA2 activa las fosfolipasas, entre las 

cuales se encuentra la fosfolipasa A2 (PLA2), que promueve la liberación del AA para su 

conversión a prostaglandinas y tromboxanos por las COX-1 y COX-2, cerrándose así el ciclo 

(Driver et al., 2019). El ibuprofeno, en concreto, bloquea el acceso del AA al su sitio activo, 

aunque esta unión puede ser reversible. Quizás por este motivo, encontramos efectos más 

notorios de forma aguda, pero tras 24 horas de incubación con el fármaco, los efectos se 

disipan o se atenúan. Por otro lado, el ibuprofeno promueve la formación de óxido nítrico, 

que es un inhibidor de la activación plaquetaria (Chakraborty et al., 2003). En la Figura 87 se 

detallan los principales mecanismos de acción del ibuprofeno sobre la funcionalidad 

plaquetaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 87. El ibuprofeno inhibe la COX, inhibiendo por tanto la conversión del AA a TXs y PGs. El TXA2 

potencia la acción de la PLA2, responsable de la liberación del AA, proceso por tanto, también 

inhibido en cierto grado por el ibuprofeno. Por otro lado, el ibuprofeno aumenta la liberación de NO 

por parte del endotelio, que es un inhibidor de la activación plaquetaria.  
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5.2.2 Efectos de la cafeína sobre la funcionalidad inmunitaria y plaquetaria de delfines 

sanos. 

5.2.2.1 Efectos de la cafeína sobre la funcionalidad inmunitaria. 

▪ Efectos de la cafeína sobre la viabilidad de los leucocitos. 

La exposición durante 24 horas a la cafeína no afectó a la viabilidad de las células. 

▪ Efectos de la cafeína sobre el potencial de membrana mitocondrial (PMM) de 

leucocitos. 

No observamos diferencias significativas en el PMM leucocitario entre las muestras control y 

las expuestas al fármaco.  

▪ Efectos de la cafeína sobre la capacidad fagocítica de monocitos y granulocitos. 

 

La cafeína no afectó a la capacidad de ingestión del patógeno por parte de las células 

fagocíticas, pero sí que aumentó su capacidad para producir el estallido respiratorio de forma 

dosis-dependiente (p=0,03). El efecto es máximo a la concentración de 1,5mM, aumentando 

el porcentaje de células fagocíticas que presentan estallido respiratorio en un 101±44% (p 

≤0,05) (Figura 88). 

* 

Figura 88. La cafeína aumentó la producción de ROS durante el estallido respiratorio de forma dosis-

dependiente, mostrando un efecto máximo a 1,5 mM (p ≤0,05*). Este análisis se realizó mediante el 

test ANOVA. 
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La cafeína se ha descrito como un compuesto con propiedades antioxidantes, sin embargo, 

en este caso observamos que, al contrario que en humanos, en delfines es capaz de potenciar 

el estallido respiratorio. Para explicar este efecto, nos planteamos dos hipótesis: que este 

efecto esté relacionado (1) con la interacción entre el compuesto y el propio patógeno o, (2) 

con los receptores de adenosina de los neutrófilos de los delfines.  

La cafeína es capaz de aumentar la peroxidación de determinados ácidos grasos (Lally et al., 

2012), entre los que se encuentran el linoleico y el palmítico (Luo et al., 2013; Gülcin, 2008). 

El ácido palmítico forma parte de la composición de la bacteria E.coli (Shaw y Ingraham, 

1965), que es el patógeno que empleamos en el estudio, con que podría ocurrir que en este 

caso, prime el aumento de ROS derivado de la peroxidación lipídica al efecto antioxidante de 

la cafeína.  

Nuestra segunda hipótesis se basa en el hecho de que los neutrófilos poseen dos tipos de 

receptores de adenosina: receptores A1 y receptores A2a (Walker, et al., 2007; Walker, et al., 

2006; Alsharif, et al., 2015). La adenosina es una purina procedente de la degradación del 

AMP. Si la adenosina se une a los receptores A1, se promueven la quimiotaxis y la fagocitosis, 

sin embargo, si se une a los receptores A2a, 

se inhibe la fagocitosis y el estallido 

respiratorio. (Figura 89).  

Cuando la adenosina se encuentra a bajas 

concentraciones suele unirse a los 

receptores A1, permitiendo el normal 

funcionamiento de las células fagocíticas, 

pero en situaciones en las que los niveles de 

adenosina aumentan, como por ejemplo 

durante el ejercicio intenso (por 

desfosforilación del AMP), se activan 

también los receptores A2a (Alsharif, et al., 

2015). De hecho, en algunos estudios se ha 

demostrado que tras horas de ejercicio 

intenso se reduce la producción del estallido 

respiratorio en los neutrófilos de los 

Figura 89.  Los receptores A1 de adenosina 

potencian la fagocitosis, mientras que los 

receptores A2a la inhiben. 
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individuos bajo estudio y que este efecto está mediado por los receptores A2a (Walker, et 

al., 2006) 

La cafeína es un compuesto antagonista de dichos receptores, pudiendo potenciar o inhibir 

la fagocitosis según al tipo de receptor al que se una (Walker, et al., 2006 y 2007; Fredholm, 

et al., 1996). Si se une a los receptores A1, se inhibe la fagocitosis y si se une a los A2a se 

potencia la fagocitosis y el estallido respiratorio.  

Teniendo en cuenta que al contrario que en humanos, las muestras de delfines tratadas con 

cafeína presentaron un aumento en la producción del estallido respiratorio, nos planteamos 

como hipótesis la posibilidad de que los delfines posean un mayor porcentaje de receptores 

A2a que A1, y por tanto el proceso de fagocitosis se potencie más al aplicar el fármaco. Por 

otro lado, los neutrófilos de los delfines podrían presentar más receptores A2a que los de los 

humanos, ya que, en reposo, la cafeína no altera significativamente la producción del 

estallido respiratorio en seres humanos, e incluso lo inhibe en algunas ocasiones.  

Este efecto también podría estar relacionado con los momentos de toma de muestra 

sanguínea. Los delfines entrenan y socializan entre ellos desde primera hora de la mañana, 

por lo que podrían presentar elevados niveles de adenosina en sangre. Estos altos niveles de 

adenosina podrían estar inhibiendo la fagocitosis de forma fisiológica al unirse a los 

receptores A2a. Al aplicar posteriormente cafeína a la muestra, este efecto se reduce por el 

efecto antagonista del compuesto. 

Para determinar la causa real de esta alteración es necesario un estudio profundo de los 

efectos del ejercicio previo a la extracción de sangre de los delfines sobre la producción del 

estallido respiratorio. También deberíamos estudiar la concentración de cada tipo de 

receptor de adenosina en la membrana de los neutrófilos de los delfines, ya que no hemos 

encontrado bibliografía previa en estos campos de estudio. 

▪ Efectos de la cafeína sobre la producción de citoquinas. 

La cafeína aumentó significativamente la liberación de IL-1ra (p=0,0075), IL-6 (p=0,006), IL-

13 (p=0,003), IL-17 (p=0,003), IP-10 (p=0,0045) y TNFa (p=0,005). Por otro lado, redujo la 

liberación de IL-8 (p=0,028). Similares efectos han sido descritos anteriormente en humanos 

(Rodas et al., 2020; van Furth et al., 1995; Yi et al., 2014; Mahmoud et al., 2014) (Figura 117). 
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▪ Efectos de la cafeína sobre el estado redox de monocitos y granulocitos. 

Curiosamente, mientras que la cafeína potenció la producción del estallido respiratorio 

durante la fagocitosis, redujo el estrés oxidativo basal de las células fagocíticas en reposo. 

Este efecto fue dosis-dependiente (p≤0,0057), En concreto, la cafeína redujo el estrés 

oxidativo de las células en un 12±4% a 0,015 µM (p≥0,05), 28±3,8% a 0,15 µM (p=0,014), 

22±10,5% a 1,5 µM (p≥0,05), 28±10% a 15 µM (p=0,045), 47±11,2% a 150 µM (p=0,0071) y 

90±2,6% a 1,5 mM (p<0,0001) (Figura 90). Como podemos observar, el efecto no fue 

significativo a 0,015 µM y 1,5 µM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El efecto antioxidante de la cafeína ha sido ampliamente descrito en humanos y ratones 

(Nimse et al.,2015; Pillon-Barcelos et al., 2013). Por ejemplo, se ha descrito la reducción en 

el porcentaje de glutation oxidado en individuos que ingirieron cafeína vía oral, acompañado 

de un aumento en el porcentaje de glutation reducido. También se redujeron los niveles de 

malondialdehido (MDA), uno de los principales marcadores de peroxidación lipídica en las 

células, procedente de la peroxidación de ácidos grasos poliinsaturados (Metro et al., 2017; 

Muñiz et al., 2016; Amer et al.,2017). Estos efectos pueden ser debidos a múltiples procesos, 

Figura 90. La cafeína redujo el estrés oxidativo basal de las células 

fagocíticas de forma dosis-dependiente (p≤0,0057**, 

empleando ANOVA). Empleando t-test el efecto fue 

significativo a 0,15 µM (p=0,014*), 15 µM (p=0,045*), 150 µM 

(p=0,0071**) y 1,5 mM (p<0,0001***) de cafeína. 

** 
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como la formación de aductos con radicales (León-Carmona y Galano, 2011) o la potenciación 

de la función del Nrf2, entre otros (Metro et al., 2017; Gordillo-Bastidas et al., 2013).  

Uno de los principales mecanismos por los que ejerce su acción antioxidante es la formación 

de enlaces entre sus nitrógenos y los grupos hidroxilo de la molécula con la que reaccione, 

mitigando la acción de las ROS (León-Carmona y Galano, 2011; Petrucci et al., 2018). Por otro 

lado, el Nrf2 es un factor de transcripción que regula la expresión de genes de enzimas 

detoxificantes y antioxidantes. En condiciones normales, el Nrf2 permanece anclado a su 

inhibidor citoplasmático formando el complejo Keap1-Nrf2. Ante una situación de estrés 

oxidativo, el Nrf2 se separa del complejo y se trasloca al núcleo celular donde se une al 

elemento de respuesta antioxidante (ARE) o al elemento electrófilo de respuesta (EpRE), 

presentes en la región promotora de las enzimas antioxidantes, incrementando su 

transcripción (Tao et al., 2008; Vomund et al., 2017; Nilnumkhum et al.,2019). La cafeína es 

capaz de activar la función del Nrf2, potenciando la formación de enzimas antioxidantes 

(Gordillo-Bastidas et al., 2013; Vicente et al.,2013). De hecho, varios estudios han 

demostrado que bajas dosis o dosis únicas de cafeína son suficientes para incrementar 

alrededor de un 20% la concentración de las enzimas catalasa, superóxido dismutasa y 

glutation peroxidasa, todas ellas antioxidantes (Vicente et al., 2011; Vicente et al.,2013; 

Nilnumkhum et al.,2019).  

▪ Efectos de la cafeína sobre la proliferación de los linfocitos. 

La cafeína no tuvo efectos sobre la proliferación de los linfocitos en delfines. 

 

5.2.2.2 Efectos de la cafeína sobre la funcionalidad plaquetaria. 

▪ Efectos de la cafeína sobre la movilización de calcio intraplaquetario. 

 

a) Exposición aguda a la cafeína. 

No se observaron diferencias significativas en la movilización de calcio intraplaquetario al 

activar las plaquetas con ADP entre las muestras control y las muestras expuestas a cafeína. 
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b) Exposición durante 24 horas a la cafeína. 

La exposición a la cafeína no alteró el recuento plaquetario ni la velocidad a la que estas 

respondieron al estímulo (ADP). 

Tras activar las plaquetas con ADP, la cafeína redujo significativamente la liberación de calcio 

desde los reservorios intraplaquetarios al citosol de forma dosis-dependiente (p=0,006). Este 

efecto se observó empleando como medida el ratio entre la concentración de calcio citosólico 

en los puntos máximo y basal. Concretamente, la cafeína redujo el aumento de calcio 

citosólico respecto al control, en un 18,7±3,5% a 1,5 µM (p=0,044), 20,2±2% a 15 µM 

(p=0,0237), 23±4,8% a 150 µM (p=0,0244) y 29,2±2,6% a 1,5 mM (p=0,0071) (Figura 91). 

Empleando como medida el diferencial, el efecto solo es significativo a 1,5 mM, 

disminuyendo la liberación de calcio en un 41,65±2,7% respecto al control (p=0,0386). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La cafeína también redujo la posterior recaptación del calcio hacia sus reservorios 

intraplaquetarios.  

Figura 91. La cafeína produjo una disminución dosis-dependiente en 

el aumento de calcio citosólico tras activar las plaquetas 

(p=0,006**, empleando ANOVA), siendo máxima a 1,5 mM 

(p≤0,05). Empleando t-test, las diferencias fueron significativas a 1,5 

µM (p=0,044*), 15 µM (p=0,0237*), 150 µM (p=0,0244*) 1,5 mM 

(p=0,0071**). 
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A las concentraciones más bajas (0,015 µM a 1,5 µM) la pendiente de recaptación desde el 

pico de calcio citosólico hasta el punto final se redujo considerablemente.  A partir de 1,5 

µM, la pendiente se aplanó y acabó por volverse positiva a las concentraciones más altas, lo 

que indica que, el calcio no solo no se redistribuía a sus lugares de almacenamiento si no que 

siguió liberándose desde estos hacia el citosol (Figura 92). Estos cambios se aprecian a simple 

vista en la Figura 93. A pesar de esto, las diferencias entre el control y las muestras expuestas 

al fármaco no fueron estadísticamente significativas. Se requiere de un estudio más profundo 

de este fenómeno, empleando un mayor tamaño muestral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 92. La cafeína redujo la velocidad de recaptación del 

calcio desde el citosol hacia sus reservorios intraplaquetarios, 

aunque no significativamente (p≥0,05). 
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Figura 93. Representación 

gráfica de la evolución de la 

concentración de calcio 

citosólico en el tiempo en 

la muestra control y en las 

muestras expuestas a 

diferentes concentraciones 

de cafeína (de 0,015 µM a 

1,5 mM). 
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Puesto que en las plaquetas expuestas a cafeína, la liberación de calcio hacia el citosol al 

activar las plaquetas fue menor, también observamos una concentración de calcio citosólico 

inferior a punto final (Figura 94). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

▪ Efectos de la cafeína sobre la exposición de PS y liberación de MPPs. 

 

a) Exposición aguda a la cafeína. 

La exposición aguda a la cafeína produjo una reacción más lenta ante el estímulo en las 

plaquetas. El compuesto aumentó el tiempo desde la adición del ionófor hasta la exposición 

de PS en un 4±2,5%, 7±2,2% y 8,5±5,9% a las concentraciones de 0,15 µM, 15 µM y 1,5 mM 

de cafeína respectivamente, aunque no significativamente (p≥0,05). 

Por otro lado, la exposición a la cafeína a las concentraciones de 0,15 µM y 15 µM redujo 

significativamente la exposición de la PS tras estimular con ionóforo de calcio. Este efecto no 

fue significativo estadísticamente a la concentración más alta del fármaco (1,5 mM) debido 

a la mayor variabilidad de los datos.  Empleando como medida el ratio o cociente entre el 

punto máximo inicial y el punto basal de IMF Anexina-V, la exposición de PS se redujo en un 

55±5% a 0,15 µM (p=0,009**), 42,6±2% a 15 µM (p=0,002**) y 19,5±19 % a 1,5 mM (p≥0,05) 
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Figura 94. La cafeína redujo de forma significativa la concentración 

final de calcio citosólico en la plaqueta   a 1,5µM (p=0,02*), 15µM 

(p=0,042*), 150µM (p=0,008**) y 1,5 mM (p=0,01*) (empleando t-

test). 
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respecto al control. Empleando el delta o diferencial, este efecto fue dosis-dependiente 

(p=0,038) y la disminución en la exposición de la PS fue de un 36±9,9% a 0,15 µM (p=0,01*) 

y 25±6,2% a 15 µM (p=0,0175*). Estas diferencias se aprecian fácilmente en la Figura 95. 

La velocidad de exposición de PS fue un 45±3,5% menor en las muestras expuestas a 0,15 µM 

de cafeína (p<0,0001), 40±4% menor a 15 µM (p<0,0001) y 16±7% a 1,5 mM (p=0,04). El 

efecto fue dosis-dependiente (p= 0,007) (Figura 95 y 96). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 95. Representación gráfica de la pendiente positiva de IMF de Anexina-

V en el tiempo, debido a la expresión de la PS y formación de MPPs. Se observa 

una disminución de dicha pendiente en las muestras expuestas a la cafeína. 

* * 

** 

Figura 96. La cafeína redujo 

significativamente la velocidad de exposición 

de PS y liberación de MPPs (p=0,007**, 

empleando ANOVA), especialmente a las 

concentraciones de 0,15 µM y  15 µM 

(p≤0,05*). Empleando t- test este efecto fue 

significativo a 0,15 µM (p<0,0001***), 15 µM 

(p<0,0001***) y 1,5 mM (p=0,04*). 

*** *** 

* 



218 
 

Como es lógico, el valor de exposición de PS a punto final también fue menor en las muestras 

expuestas a la cafeína que en los controles. Este efecto fue visible empleando tanto el ratio 

como el delta entre la IMF de Anexina-V en el punto final y basal. En ambos casos las 

diferencias fueron estadísticamente significativas empleando ANOVA (p=0,014* y 

p=0,0065** respectivamente) y t-test. Empleando el ratio, el valor de exposición de PS a 

punto final en las muestras tratadas con cafeína disminuyó respecto al control en un 60±4% 

a 0,15 µM (p=0,0011**), 49±5,6% a 15 µM (p=0,0003**) y 23±9,2% a 1,5 mM (p≥0,05). 

Empleando el delta la reducción fue de un 44±2,5% a 0,15 µM (p<0,0001***), 39±2,4% a 15 

µM (p<0,0001***) y 9±2,3% a 1,5 mM (p=0,01*) (Figura 95). 

 

b) Exposición durante 24 horas a la cafeína. 

Tras 24 horas de incubación, no observamos diferencias estadísticamente significativas en la 

exposición de la superficie procoagulante y liberación de MPPs entre las muestras control y 

las expuestas a cafeína. 

Contemplando conjuntamente los resultados, podemos determinar que la cafeína interfiere 

negativamente en la activación de las plaquetas de los delfines. Este efecto se ha observado 

previamente en mamíferos terrestres como seres humanos, ratas o ratones y parece estar 

relacionado con la acción inhibidora de la cafeína sobre la enzima fosfodiesterasa (PDE). En 

condiciones normales, la función de la PDE es degradar el AMPc, que como sabemos, es un 

inhibidor de la activación plaquetaria. Si la PDE se encuentra inhibida, los niveles de AMPc se 

elevan impidiendo la normal activación de las plaquetas ante estímulos como el ADP o el 

ionóforo de calcio (Montoya et al., 2013; Morse, 1997; Marquis, et al.,1969; Boswell-Smith 

et al., 2006; Olas y Brys, 2019). 

Otro posible mecanismo de acción es el bloqueo por parte de la cafeína de los receptores de 

adenosina A2a, lo cual deriva también en un aumento en los niveles de AMPc (Varani et al., 

1999).  

El efecto inhibidor de la activación plaquetaria de la cafeína está ampliamente aceptado por 

la comunidad científica y respaldado por numerosos estudios previos. Tanto es así, que 

incluso en algunos estudios se ha llegado a emplear este compuesto como control de 

inhibición de activación plaquetaria (Vincent et al., 1975).  
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Curiosamente, en los estudios de producción de MPPs los efectos son más notorios cuanto 

menor es la concentración del fármaco empleada. A este respecto, el estudio de Rein et 

al.,(2000) proporciona información interesante. En dicho trabajo observaron que el consumo 

de la cafeína contenida en una bebida energética (aproximadamente 400 µM de cafeína) 

aumentó significativamente la producción de MPPs en los individuos humanos testados. El 

mecanismo de acción no es bien conocido y no existen trabajos específicos al respecto, sin 

embargo, estos datos nos sugieren que a concentraciones altas la cafeína podría tener cierto 

efecto estimulante en la producción de MPPs, mientras que a dosis bajas los efectos 

inhibidores de la activación conllevan una disminución en la expresión de la superficie 

procoagulante y liberación de micropartículas. La escasa bibliografía previa sobre el tema 

hace necesario un estudio más detallado al respecto, sin embargo, es muy posible que 

también existan diferencias debidas a la especie, siguiendo por ejemplo con la hipótesis 

anteriormente mencionada en relación a los receptores de adenosina A2a. 

5.2.3 Efectos de la aspirina sobre la funcionalidad inmunitaria y plaquetaria de delfines 

sanos. 

5.2.3.1 Efectos de la aspirina sobre la funcionalidad inmunitaria. 

▪ Efectos de la aspirina sobre la viabilidad de los leucocitos. 

No se observaron efectos estadísticamente significativos de la aspirina sobre la viabilidad 

celular. 

▪ Efectos de la aspirina sobre el potencial de membrana mitocondrial (PMM) de 

leucocitos. 

La aspirina hiperpolarizó significativamente la membrana mitocondrial a todas las 

concentraciones estudiadas excepto a 2µM, donde la variabilidad de los datos es elevada 

(Figura 97). Para esclarecer su efecto a esa dosis debemos ampliar el tamaño muestral. En 

concreto, el aumento del PMM respecto al control fue de un 28,8±9% a 0,02 (p=0,036), 

17±3,8%  a 0,2 µM (p=0,012), 25±10,8% a 2 µM (p≥0,05), 21±0,5 % a 20µM (p<0,0001) y 

19,5±3% a 200 µM (p=0,0035). 
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▪ Efectos de la aspirina sobre la capacidad fagocítica de monocitos y granulocitos. 

A 200 µM, la aspirina redujo ligera, pero significativamente, la capacidad de ingestión del 

patógeno en un 10±2,8% (p=0,02) y la capacidad para producir el estallido respiratorio en un 

20±7 % (p=0,02) (Figura 98). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 97.  La aspirina aumentó significativamente el PMM 

de los leucocitos de delfines a todas las concentraciones 

excepto a 2 µM (p≤0,05*), y especialmente a 20 µM 

(p≤0,01**). Se empleó t-test como análisis estadístico. 

* 
* ** * 

Figura 98. A 200 µM, la aspirina redujo significativamente la capacidad de las células 

fagocíticas para ingerir el patógeno (p=0,02*) y para producir el estallido respiratorio 

(p=0,02*). 

* * 
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Este efecto se ha observado anteriormente en ratones o humanos tratados con aspirina 

(Jaaved et al., 2011). En cuanto al mecanismo de acción, la aspirina posee efectos 

antiinflamatorios mediados por la inhibición de la COX, lo que impide que el ácido 

araquidónico (AA) se transforme en prostaglandinas y tromboxanos, los cuales, como 

sabemos, son mediadores de la inflamación (Katler y Weissmann, 1977; Morris et al., 2015) 

(Figura 75).  

Por otro lado, la aspirina puede atenuar la producción de óxido nítrico (NO), tóxico generado 

durante la fagocitosis para destruir al patógeno (Cho, 2007).  

También se ha descrito que este fármaco potencia la acción de la lipoxina A4 (Wu et al., 2012; 

Morris et al., 2015), un compuesto generado a partir del AA a través de la vía de la 

lipooxigenasa y que posee efectos antiinflamatorios. En concreto, la lipoxina A4 inhibe la 

acción de la NADPH oxidasa, que como hemos detallado en la Introducción, juega un papel 

fundamental durante el estallido respiratorio. 

▪ Efectos de la aspirina sobre la producción de citoquinas. 

La aspirina produjo un aumento en la liberación de IL-1ra, IL-13, IL-17, IP-10 y TNFa, mientras 

que redujo la liberación de IL-6 e IL-8. En todos los casos, la bibliografía previa referente a 

humanos concuerda (von Känel et al., 2008; Johnson et al., 2009; Ogata et al., 2016), excepto 

en el caso de la IL-17, que en delfines responde de forma contraria (Moon et al., 2013) (Figura 

117). 

▪ Efectos de la aspirina sobre el estado redox de monocitos y granulocitos. 

A pesar de que a 200 µM, la aspirina redujo la producción del estallido respiratorio en los 

fagocitos, en reposo aumentó su estrés oxidativo. Concretamente, lo aumentó en un 51±14% 

con respecto al control sin aspirina (p=0,01) (Figura 99). 

El mecanismo por el cual ocurre este efecto lo desconocemos. Se requiere de un estudio más 

profundo sobre el tema para determinar las vías por las cuales la aspirina aumenta el estrés 

oxidativo en los leucocitos de delfines. En seres humanos se ha descrito este efecto de la 

aspirina en determinadas células tumorales o en desórdenes inflamatorios, en los que 

tratamientos con 5-10 µmol/ml de aspirina durante 24-48h indujeron estrés oxidativo a 

través del aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno (Raza et al., 2011). Si 
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bien el mecanismo de acción no está muy claro, en este trabajo se propone que el efecto pro-

oxidativo de la aspirina no es dependiente de la vía de la ciclooxigenasa, si no que está 

relacionado con la peroxidación lipídica (Raza et al., 2011; Raza y John, 2012).  

Una posible hipótesis consistiría en que la hiperpolarización de la membrana mitocondrial 

derivada de la acción de la aspirina tenga como consecuencia un aumento de la producción 

de ROS por parte del complejo III de la cadena respiratoria. Este efecto no se ha descrito en 

mamíferos terrestres, pero se conoce que la sangre de los mamíferos marinos posee un 

mayor contenido en componentes y peróxidos lipídicos y determinadas lipoproteínas que la 

de los mamíferos terrestres (Kasamatsu et al., 2008) por lo que quizás sus mitocondrias sean 

más resistentes a cambios en la peroxidación lipídica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

▪ Efectos de la aspirina sobre la proliferación de los linfocitos. 

No observamos efectos significativos de la aspirina sobre la proliferación de los linfocitos en 

delfines. 

 

 

 

* 

Figura 99.A 200 µM, la aspirina aumentó significativamente el 

porcentaje de células fagocíticas presentando estrés oxidativo basal 

(p=0,01*). 
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5.2.3.2 Efectos de la aspirina sobre la funcionalidad plaquetaria. 

 

▪ Efectos de la aspirina sobre la movilización de calcio intraplaquetario. 

a) Exposición aguda a la aspirina. 

La aspirina redujo el recuento plaquetario por µL de sangre (p=0,03). En concreto, la 

disminución fue de un 13±3,5% a 0,02µM (p=0,0055), 9±3% a 2 µM (p=0,01) y 10,5±3,8% a 

200µM (p=0,02) (Figura 100). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La aspirina es capaz de inducir la muerte de las plaquetas en otras especies de mamíferos. 

Los AINEs producen este efecto a través de la inhibición de la COX-1, produciendo una 

acumulación de ácido araquidónico (AA) que al interaccionar con la glicoproteína GPIbα de 

las plaquetas y determinadas proteínas induce su apoptosis (van der Wal et al., 2012). 

Fisiológicamente, las plaquetas mueren al finalizar su vida útil mediante una vía intrínseca 

apoptótica que implica proteínas de la familia Bcl-2 (Mason et al., 2007).  Esta vía también se 

** * * 

* 

Figura 100. La aspirina redujo significativamente el 

recuento de plaquetas por µL (p=0,03*, empleando 

ANOVA). Empleando t-test las diferencias se observaron a 

0,02µM (p=0,005**), 2 µM (p=0,01*) y 200µM (p=0,02*). 
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induce por la acumulación del AA en la plaqueta, que deriva en la activación de una de estas 

proteínas proapoptóticas (Bax), la cual promueve la fagocitosis de las plaquetas (Nayak et al., 

2014) (Figura 101). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 101. Proceso por el cual la aspirina induce la muerte de las plaquetas. En la primera plaqueta 

observamos el proceso de activación normal en una plaqueta sana. Al activarse, la plaqueta activa la 

fosfolipasa A2 (PLA2), que promueve la liberación del ácido araquidónico (AA) desde los fosfolípidos de la 

membrana plaquetaria. Estos se introducen en la vía de la ciclooxigenasa formándose las prostaglandinas y 

los tromboxanos que promueven aún más la activación de las plaquetas. En las siguientes figuras 

representamos la inhibición de la COX por parte de la aspirina, con la consiguiente acumulación de AA, el 

cual interacciona con la proteína proapoptótica Bax y GPIbα induciendo la apoptosis de las plaquetas. 

Figura de creación propia utilizando Biorender.com 
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La exposición aguda a la aspirina redujo el tiempo de respuesta de las plaquetas ante el 

estímulo (ADP) en un 15% (p=0,014) (Figura 102). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Si bien no se observaron diferencias significativas en la movilización del calcio 

intraplaquetario entre las muestras expuestas a la aspirina y las muestras control, sí que se 

observan ciertas tendencias, especialmente a la concentración más alta. Por un lado, una 

menor liberación de calcio hacia el citosol al activar las plaquetas y una disminución en su 

posterior recaptación hacia los reservorios internos (Figura 103). 

 

 

 

 

* 

Figura 102. La exposición aguda a la aspirina redujo de forma 

estadísticamente significativa el tiempo desde la aplicación del estímulo 

(ADP) hasta el aumento máximo de calcio citosólico (p=0,014*, empleando 

ANOVA). 
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b) Exposición durante 24 horas a la aspirina. 

Tras 24 horas de exposición al fármaco, ni el recuento de plaquetas ni el tiempo de respuesta 

ante el ADP se vieron afectados.  

De nuevo, la liberación de Ca2+ hacia el citosol tras activar las plaquetas parece reducirse en 

las muestras expuestas al fármaco, aunque no de forma estadísticamente significativa. La 

posterior recaptación del calcio hacia sus reservorios se redujo significativamente a la dosis 

más altas del fármaco (p=0,02) (Figura 104). 
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Figura 103. Cambios en la concentración de calcio citosólico en el tiempo tras activar las plaquetas 

a los 35 segundos, en las muestras control y expuestas a aspirina de forma aguda. 
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Los efectos sobre la activación plaquetaria tras la exposición durante 24 horas a la aspirina 

se grafican en la Figura 105.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 

Figura 104. A 200 µM, la aspirina redujo la velocidad de recaptación 

del calcio hacia sus reservorios internos con respecto a las muestras 

control (p=0,02*). 
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Figura 105. Cambios en la concentración de calcio citosólico en el tiempo tras activar las plaquetas a 

los 35 segundos, en las muestras control y expuestas a aspirina durante 24 horas. 
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Al igual que el ibuprofeno, la aspirina bloquea la unión del ácido araquidónico a la COX-1, 

inhibiendo por tanto su transformación en endoperóxidos, que posteriormente se 

transforman en prostaglandinas y tromboxanos (Driver et al., 2019). El tromboxano A2 toma 

especial relevancia en este punto, ya que, al contrario que ciertas prostaglandinas, promueve 

la liberación de calcio al citosol de las plaquetas, con el consiguiente cambio de forma, 

agregación plaquetaria, secreción de gránulos y formación del tapón hemostático. Los 

gránulos que se liberan contienen también ADP, potenciándose aún más la activación 

plaquetaria por medio de la movilización del calcio (Monteiro et al., 2001) (Figura 87). Es 

posible que en nuestro estudio las diferencias no sean estadísticamente significativas debido 

a que al aplicar ADP como estímulo, enmascaramos uno de los efectos que produce el 

fármaco, que es la inhibición de la liberación de los gránulos densos que contienen ADP. 

 

▪ Efectos de la aspirina sobre la exposición de fosfatidilserina y liberación de 

micropartículas plaquetarias. 

 

a) Exposición aguda a la aspirina. 

El tiempo de respuesta de las plaquetas ante el estímulo fue significativamente menor en las 

muestras expuestas a la aspirina que en los controles. Concretamente, un 78±3% más rápido 

a 0,02 µM, 74±7,2% a 2 µM y 81±0,01% a 200 µM (p<0,0001 en cada caso) (Figura 106). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 106. El tiempo que tardaron en estimularse las plaquetas se redujo 

significativamente en las muestras tratadas con la aspirina (p<0,0001***). 

*** 
*** *** 
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Por otro lado, la velocidad a la que se formaron las MPPs tras la estimulación con A23187 fue 

significativamente menor en las muestras tratadas con aspirina que en las muestras control. 

Esto queda patente midiendo la velocidad a la que la señal FSC disminuye al pasar de 

plaquetas a MPPs. En concreto, la producción de MPPs fue un 50%±18,5 más lenta en las 

muestras expuestas a 0,02µM que en los controles (p=0,036*) y un 38%±0,06 más lenta a 

2µM (p=0,0006***). A 200 µM, la velocidad se redujo en un 40%, aunque no 

significativamente, debido a la elevada variabilidad de sus datos (±29) (Figura 107). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) Exposición durante 24 horas a la aspirina. 

Tras 24 horas de incubación, no se observaron diferencias estadísticamente significativas en 

el porcentaje final de MPPs entre las muestras control y las expuestas a la aspirina. 

La velocidad a la que se expuso la PS a la cara externa tras estimular con ionóforo de calcio 

A23187 disminuyó en las muestras tratadas con aspirina. En concreto, disminuyó un 

19,2±4,6% a 2 µM (p=0,04) y un 34,5±8,5% a 200 µM (p=0,02) (Figura108). 

 

0

20

40

60

80

100

120

0 50 100 150 200 250 300

Se
ñ

al
 F

SC
(t

am
añ

o
 r

el
at

iv
o

 d
e 

lo
s 

ev
en

to
s)

Tiempo (segundos)

0 µM

0,02 µM

2 µM

200 µM

Figura 107. La velocidad a la que se redujo la señal FSC (formación de MPPs) fue 

inferior en las muestras tratadas con aspirina que en las muestras control. 
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El efecto de la aspirina sobre la liberación de MPPs ha sido escasamente estudiado 

anteriormente. Existen estudios previos en los que se ha documentado el efecto inhibidor de 

la aspirina en este proceso en humanos, pero en otros estudios no se han observado efectos 

(Driver et al., 2019). Las tendencias observadas en nuestro estudio deben explicarse por el 

mismo mecanismo por el cual la aspirina reduce la movilización de calcio intraplaquetario, 

bloqueando la acción de la ciclooxigenasa. 

 

5.2.4 Efectos del paracetamol (acetaminofén) sobre la funcionalidad inmunitaria y 

plaquetaria de delfines. 

5.2.4.1 Efectos del paracetamol sobre la funcionalidad inmunitaria. 

▪ Efectos del paracetamol sobre la viabilidad de los leucocitos. 

Tras 24 horas de incubación con el paracetamol, la viabilidad de los leucocitos de los delfines 

se redujo significativamente. El porcentaje de células vivas se redujo de forma dosis-

dependiente en comparación con la muestra control (p=0,0068, empleando ANOVA), 

especialmente a 100µM (p≤0,05*) y 1 mM (p<0,01**). El porcentaje de leucocitos en 

* 

Figura 108. La velocidad de exposición de la PS tras estimulas las 

plaquetas se redujo significativamente a 2 µM (p=0,04*) y 200 µM 

(p=0,02*). 
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apoptosis tardía aumentó significativamente (p=0,0029, empleando ANOVA), especialmente 

a 100µM (p≤0,05*) y 1 mM (p<0,01**). 

En la Figura 109 se aprecia la disminución en la densidad de eventos en la región de células 

vivas en la muestra expuesta a 1 mM de paracetamol, así como la aparición de una nueva 

población, muy positiva para la fluorescencia de la Anexina-V y del PI (apoptóticas tardías 

mezcladas con algunas necróticas). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concretamente, el paracetamol redujo el porcentaje de células vivas un 18±3,2% a 0,01µM 

(p=0,0014), 11,6±3,4% a 0,1 µM (p=0,0095), 16,4±2,2% a 1 µM (p=0,0004), 19±6,5% a 10 µM 

(p=0,02), 37,5±11,6 a 100 µM (p=0,018) y 46±7,3% a 1000 µM (p=0,0008) (Figura 110). 

El porcentaje de células apoptóticas tempranas, apoptóticas tardías y necróticas aumentó en 

las muestras tratadas con el fármaco, sin embargo, solo fue estadísticamente significativo en 

el caso de las dobles positivas (apoptóticas tardías mezcladas con necróticas). Este porcentaje 

aumentó en un 25,3±6,7% a 0,01 µM de paracetamol (p=0,0095), 19,5±4% a 0,1 µM 

Figura 109.  Tras 24 horas de incubación se apreciaron cambios visibles en el citómetro de flujo: (A) 

Muestra control. (B) Muestra tratada con 1 mM de paracetamol, donde se aprecia una nueva población 

muy positiva para la fluorescencia de la Anexina- V y el PI. 

A B 
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(p=0,0022), 24±4% a 1 µM (p=0,0013), 27±8,5% a 10 µM (p=0,018), 67±14,6% a 100 µM 

(p=0,0038) y 97,5±19,3% a 1000 µM (p=0,002) (Figura 110).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La leucopenia ha sido ampliamente descrita en pacientes humanos tratados con 

paracetamol, de hecho, aparece como uno de los posibles efectos adversos del fármaco en 

su prospecto. La agranulocitosis, monocitopenia, linfopenia, disminución en la concentración 

sanguínea de linfocitos Natural Killers e incluso la anemia y trombocitopenia han sido 

descritas en numerosos casos clínicos de pacientes o ratones que recibieron una dosis alta 

de paracetamol (superior a la recomendada) (Lacotte et al., 1990; Lloyd, 1961; Moore et 

al.,2017; Gürsoy et al., 1996; Piperno et al., 1978).  

El mecanismo de acción por el cual el paracetamol induce la apoptosis de las células es 

complejo y parece abarcar diversas vías. Por un lado, el paracetamol puede inhibir la síntesis 

de ADN y el crecimiento celular en determinadas líneas celulares, interfiriendo en la 

señalización de factores de crecimiento y en la expresión del gen c-myc, que interviene en el 

progreso de la célula de la fase G0 a G1 durante el ciclo celular (Boulares et al., 1999). Los 

efectos genotóxicos del paracetamol también se han descrito en linfocitos humanos a 

Figura 110. (A) El paracetamol redujo el % de células vivas en comparación con la muestra control de forma 

dosis-dependiente (p=0,0068**, empleando ANOVA). Empleando t-test se observaron diferencias a 0,01µM 

(p=0,0014**), 0,1 µM (p=0,0095**), 1 µM (p=0,0004***) 10 µM (p=0,0*2), 100 µM (p=0,018*) y 1 mM 

(p=0,0008***). (B) El paracetamol aumentó el % de células apoptóticas tardías de forma dosis-dependiente 

(p=0,0029**, empleando ANOVA). Empleando t-test se observaron diferencias a 0,01 µM (p=0,0095**), 0,1 

µM (p=0,0022**), 1 µM (p=0,0013**), 10 µM (p=0,018*), 100 µM (p=0,0038**) y 1mM (p=0,002**). 

** ** *** * 
* 

*** 

** 

** ** ** * 

** 

** 
** B A 
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concentraciones del fármaco similares a las empleadas en nuestro estudio (Ibrulj et al., 2007). 

También se ha documentado la inducción de la fragmentación del ADN en hepatocitos por 

parte del fármaco mediante aumentos excesivos y rápidos en la concentración de calcio 

intracelular (Ray et al., 1990). Otros posibles mecanismos de acción que se han barajado han 

sido la inducción de daño oxidativo (Binková et al., 1990) o el agotamiento del glutation de 

las células por efecto del compuesto (Spielberg et al., 1980).  

Sin embargo, el mecanismo de acción que se ha estudiado en mayor profundidad los últimos 

años es el propuesto por Boulares et al, en 2001. Este grupo describió los efectos del 

paracetamol sobre la viabilidad de células de hepatoma humano y linfocitos humanos, así 

como sobre timocitos, o líneas celulares de carcinomas o adenocarcinomas (Boulares et al, 

en 2004). Boulares A.H, et al, observaron que, tras 8 horas de tratamiento con el fármaco a 

10 mM, los linfocitos humanos comenzaban a presentar signos de asimetría en los 

fosfolípidos de membrana, asociándose a una apoptosis temprana, y que tras 24 horas de 

tratamiento las células se encontraban en fase de apoptosis tardía. Esto concuerda con los 

datos obtenidos en delfines en esta tesis doctoral, aunque en nuestro caso, los efectos se 

aprecian a concentraciones de hasta 106 veces inferiores. En su trabajo no se emplearon otras 

concentraciones del fármaco, con que quizás estos efectos también se conserven dosis bajas 

en células humanas. 

Concretamente, tras 24 horas de tratamiento con el paracetamol (10 mM), observaron una 

reducción del 50% en la viabilidad de los leucocitos (Boulares et al, en 2001), efecto similar 

al que apreciamos en los delfines a la concentración más alta de paracetamol empleada en 

nuestro estudio (1 mM). Determinaron que el paracetamol promueve la liberación del 

citocromo c al citosol desde el espacio intermembranoso de la mitocondria, uno de los pasos 

claves en la cascada apoptótica (Green y Reed, 1998). En el citosol, el citocromo c 

interacciona con diversos compuestos, entre ellos el ATPd y la pro-caspasa 9, resultando en 

la activación de la caspasa 9, una de las enzimas mediadoras del proceso de apoptosis. La 

caspasa 9 a su vez provoca la activación de la pro-caspasa 3 a caspasa 3, la cual produce la 

rotura de la enzima poli-(ADP-ribosa)-polimerasa, esencial en la reparación del ADN dañado 

entre otras cosas. La caspasa 3 es una de las enzimas requeridas en el proceso de 

fragmentación de ADN durante la apoptosis (Janicke et al., 1998). Su activación por parte del 

paracetamol, así como la consecuente rotura de la enzima poli-(ADP-ribosa)-polimerasa, 

producen la fragmentación del ADN celular en las muestras tratadas con el fármaco. La 
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caspasa 3 además promueve la activación de la caspasa 8.  Por último, la proteína Lamin-B1 

(responsable de la integridad de la cromatina) también parece quebrarse durante la 

apoptosis celular inducida por el paracetamol (Boulares et al, en 2001) (Figura 111). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 111. El paracetamol promueve la liberación del citocromo c desde la mitocondria hacia el citosol, 

donde activa la procaspasa 9 a caspasa 9, lo cual desencadena la cascada apoptótica mediada por 

caspasas, promoviendo la fragmentación del ADN celular e inhibiendo la poli-ADP-ribosa-polimerasa, 

enzima reparadora de los daños en el ADN. 
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▪ Efectos del paracetamol sobre el potencial de membrana mitocondrial (PMM) de 

leucocitos. 

No observamos diferencias significativas en el PMM leucocitario entre las muestras control y 

las expuestas al fármaco.  

▪ Efectos del paracetamol sobre la capacidad fagocítica de monocitos y granulocitos. 

El paracetamol redujo la capacidad de los monocitos y granulocitos para ingerir el patógeno. 

Empleando ANOVA las diferencias fueron dosis-dependientes (p<0,0001) y significativas a 

100 µM (p≤0,05) y 1 mM (p<0,001).  

Concretamente, la capacidad para fagocitar el patógeno se redujo en un 14±5% a 0,01 µM 

(p=0,03), 10,8±4,4 % a 0,1 µM (p≥0,05), 3,3±0,7% a 1 µM (p≥0,05), 8±1,7% a 10 µM (p=0,04), 

27 ±2% a 100 µM (p<0,0001) y 56,5±2% a 1 mM (p<0,0001). Estas diferencias se observaron 

con t-test (Figura 112). 

 

 

 

 

. 

 

 

 

 

 

 

*** 

Figura 112. El paracetamol redujo de forma dosis-dependiente la 

capacidad de ingestión de los monocitos y granulocitos de delfines en 

comparación con las muestras control (p<0,0001***, empleando 

ANOVA). Empleando t-test, se observaron diferencias a 0,01 µM 

(p=0,03*), 10 µM (p=0,04*), 100 µM (p<0,0001***) y 1 mM 

(p<0,0001***).  

 

*** 

*** 
* * 

*** 
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Por otro lado, el paracetamol también redujo la capacidad de las células fagocíticas para 

producir el estallido respiratorio. El efecto fue dosis-dependiente (p=0,02), y máximo a 1 mM, 

donde la disminución fue de un 37±5% (p=0,001) (Figura 113). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los efectos de paracetamol sobre la capacidad fagocítica de monocitos y granulocitos de 

delfines son similares a los observados en humanos en otros estudios. A la concentración de 

1 mM de paracetamol las células fagocíticas humanas mostraron alteraciones similares a los 

delfines en la capacidad de ingestión (Ruutu y Kosunen, 1972). Este efecto podría estar 

relacionado con la capacidad del paracetamol para disminuir la afinidad de determinados 

receptores de la membrana de la célula fagocítica por el patógeno (Abramson, et al.,1990). 

En otros trabajos, este efecto ocurre a dosis más bajas del fármaco, acompañándose en una 

disminución en la producción del estallido respiratorio (Freitas et al., 2013; Abramson et 

al.,1990; Shalabi, 1992).  

El paracetamol es capaz de unirse a la mieloperoxidasa (MPO) en el lugar de unión del cloro 

(Cl), que es el sustrato de dicha enzima, inhibiendo la producción OCl- durante el estallido 

respiratorio. También se ha descrito la capacidad del paracetamol para inhibir la generación 

de anión superóxido (Van Zyl, et al., 1989; Abramson et al.,1990). 

* 

** 

Figura 113. El paracetamol redujo de forma 

estadísticamente significativa la capacidad destructiva de 

los monocitos y granulocitos de delfines en comparación 

con las muestras control. 
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▪ Efectos del paracetamol sobre la producción de citoquinas. 

El paracetamol aumentó significativamente la liberación de IL-1ra (p=0,015), IL-13 (p=0,02), 

IL-17 (p=0,009), IP-10 (p=0,013) y TNFa (p=0,012), mientras que disminuyó la de IL-8 (p=0,03) 

(Figura 118). El aumento de la IL-1 e L-13 tras tratamientos con paracetamol ha sido descrito 

previamente en humanos, así como la disminución en los niveles de la IL-8 (Ishibe et al., 2009; 

Wagner et a., 2019; Kim et al., 2013). Sin embargo, el aumento en los niveles del resto de 

citoquinas solo se ha descrito anteriormente en pacientes con hepatotoxicidad derivada del 

tratamiento con paracetamol.  

▪ Efectos del paracetamol sobre el estado redox de monocitos y granulocitos. 

No se observaron diferencias significativas en el estado redox de los monocitos y 

granulocitos de los delfines entre las muestras expuestas al paracetamol y las muestras 

control. 

▪ Efectos del paracetamol sobre la proliferación de los linfocitos. 

No observamos que el paracetamol afectara significativamente a la proliferación de los 

linfocitos en delfines. 

 

5.2.4.2 Efectos del paracetamol sobre la funcionalidad plaquetaria. 

▪ Efectos del paracetamol sobre la movilización de calcio intraplaquetario. 

 

a) Exposición aguda al paracetamol. 

La exposición aguda al paracetamol no produjo efectos estadísticamente significativos en la 

movilización de calcio intraplaquetario al estimular las plaquetas con ADP. El aumento de 

calcio citosólico se redujo un 15±4,6% en las muestras expuestas a 100 µM de paracetamol y 

un 22,7±7,5% a 1mM respecto a las muestras control (NDS: p≥0,05).  
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b) Exposición durante 24 horas al paracetamol. 

Tras 24 horas de incubación con el fármaco, los efectos de este sobre la movilización de calcio 

intraplaquetario fueron incluso menos notables que en la exposición aguda al fármaco.  

▪ Efectos del paracetamol sobre la exposición de fosfatidilserina y liberación de 

micropartículas plaquetarias. 

 

a) Exposición aguda al paracetamol. 

Los efectos de la exposición aguda al paracetamol sobre la exposición de la PS y la liberación 

de MPPs fueron detectables, pero en su mayoría no resultaron estadísticamente 

significativos.  

El aumento en la señal de la Anexina-V tras estimular las plaquetas fue inferior y más lento 

en las muestras tratadas con el fármaco que en las muestras control (NDS: p≥0,05)(Figura 

114). La exposición de PS justo tras añadir el ionóforo de calcio fue de media un 32,4±10% 

menor en las muestras tratadas que en los controles.  

 

Figura 114. Cambios en el tiempo en la exposición de PS al estimular las plaquetas con 

ionóforo de calcio. Azul: muestra control. Naranja: Tratamiento agudo con 1 mM de 

paracetamol. 
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La velocidad de exposición de la PS y liberación de MPPs fue significativamente inferior en las 

muestras tratadas con paracetamol que en los controles (p=0,032). En concreto, la velocidad 

disminuyó un 23,3±8,6% a 0,01 µM (p=0,023), 21 ±8,2% a 0,1 µM (p=0,032), 18±3,5% a 10 

µM (p=0,03) y 45,4±14% a 1 mM (p=0,0064) (Figura 115). 

La exposición de PS a punto final fue menor en las muestras tratadas que en los controles. En 

concreto, un 15±5% menor a 0,01 µM (p=0,045*), 20,7±6,7% a 0,1 µM (p=0,032*), 17±2,5% 

a 10 µM (p=0,041*) y 35,5±19% a 1 mM (p=0,048*). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) Exposición durante 24 horas al paracetamol. 

Tras 24 horas de incubación, no se observaron diferencias estadísticamente significativas en 

el porcentaje de MPPs entre las muestras control y las expuestas al paracetamol. 

* * * 

Figura 115. La exposición aguda a paracetamol redujo la 

velocidad de exposición de la PS tras estimular las plaquetas 

con ionóforo de calcio A23187 (p=0,032*, empleando 

ANOVA), siendo máximo el efecto a 1 mM (p≤0,05*). 

Empleando t-test las diferencias fueron significativas a todas 

las concentraciones (p≤0,05*). 

* 

* 
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A causa de la pandemia por covid-19 únicamente pudimos llevar a cabo esta parte del estudio 

con la muestra de un animal, por lo que es únicamente un estudio preliminar que deberá 

completarse en el futuro. 

A pesar de ello, observamos efectos similares a los hallados ante la exposición aguda al 

fármaco. Como es lógico, las diferencias no fueron estadísticamente significativas debido al 

reducido tamaño muestral empleado en esta parte del estudio. En concreto, se observó una 

menor velocidad de exposición de la PS y una menor exposición de PS final (Figura 116). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al igual que en humanos, en delfines el paracetamol parece no tener efectos sobre la función 

plaquetaria o en su caso, tener efectos muy limitados (Prescott , 1980). En numerosos 

estudios se ha descartado que el paracetamol posea propiedades antagonistas de la 

funcionalidad de las plaquetas (Driver et al., 2019), mientras que otros muestran que puede 

inhibir la síntesis de tromboxano A2 a concentraciones de 100 µM o a dosis de 15-30 mg/Kg, 

mediante la inhibición de la activación plaquetaria ante estímulos como el ADP, la epinefrina, 

el ácido araquidónico o el colágeno (Sciulli et al., 2003; Munsterhjelm et al.,2005).  

Así pues, nuestros resultados no difieren de los resultados obtenidos en estudios previos en 

otras especies de mamíferos. En el caso de la expresión de la superficie prociagulante y 

liberación de MPPs, debemos tener en cuenta que el agonista empleado en el estudio para 

estimular las plaquetas posee un efecto fuerte sobre estas, no fisiológico. Sería interesante 

estudiar qué efectos se producen al emplear agonistas fisiológicos como el ADP. 

Figura 116. La incubación con paracetamol durante 24 horas produjo una tendencia de reducción en 

la velocidad de exposición de PS en las muestras tratadas con paracetamol en comparación con el 

control. La exposición de PS es por tanto inferior también a punto final. 



241 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Tabla 48 resume los principales efectos de los diferentes compuestos sobre la función 

inmunitaria y plaquetaria en delfines. 

Figura 117. Alteraciones en la producción de citoquinas en las muestras expuestas a aspirina, 

cafeína, paracetamol e ibuprofeno. 

* 

** 
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Tabla 48. Resumen de los principales efectos del ibuprofeno, cafeína, aspirina y 

paracetamol sobre los diferentes parámetros de función inmunitaria y plaquetaria en 

delfines mulares. El color verde indica que no se ha producido ningún efecto, el naranja 

que se produce un efecto de leve a moderado, y el rojo un efecto fuerte sobre el 

parámetro. Las flechas indican si el parámetro estudiado se ha potenciado (hacia arriba) 

o inhibido (hacia abajo) tras la exposición al compuesto. 

 
  Ibuprofeno Cafeína Aspirina Paracetamol 

 Viabilidad 
leucocitos 

    

 PMM     

 Capacidad 
fagocítica 

    

 Estado redox     

 IL-1ra     

 IL-6     

 IL-8     

 IL-13     

 IL-17     

 IP-10     

 TNFa     

 Proliferación 
de linfocitos 

    

 Agudo     

 24 h     

 Agudo     

 24h     

Producción de 

citoquinas 

Movilización 

de calcio 

plaqueta 
Exposición PS, 

liberación MPPs 



Conclusiones
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Conclusión 1.  

Se ha desarrollado y validado una serie de ensayos por citometría de flujo para el estudio de 

biomarcadores de la función inmunitaria y plaquetaria en mamíferos marinos, basados en 

métodos previamente aplicados a estudios en humanos. 

Conclusión 2. 

La aplicación ex vivo de los ensayos funcionales en mamíferos marinos ha permitido 

establecer valores de referencia de biomarcadores relevantes de la función inmunitaria o 

plaquetaria en poblaciones sanas y detectar alteraciones en los mismos, en relación con 

determinadas patologías o procesos estresantes.  

Conclusión 3. 

Delfines con infecciones víricas o fúngicas presentaron alteraciones inmunitarias detectables 

mediante la metodología puesta a punto en esta tesis, ya sea antes o durante la enfermedad. 

También se detectaron alteraciones en la función plaquetaria en animales con hemorragias 

o estrés agudo. El estrés crónico conlleva un deterioro en la capacidad fagocítica de los 

monocitos y granulocitos en delfines mulares, lo que los puede predisponer a padecer ciertas 

enfermedades. El uso de estas nuevas herramientas diagnósticas puede suponer un avance 

en la medicina preventiva de los acuarios. 

Conclusión 4. 

Se ha conseguido detectar diferentes xenobióticos presentes en el mar en tejidos u otras 

matrices de delfines mulares salvajes o bajo cuidado humano, indicando una exposición 

crónica o aguda a dichos compuestos. Algunos de los compuestos detectados han sido 

ibuprofeno, ketoprofeno, aspirina, cafeína o metales pesados como el Hg, Cd, o el As entre 

otros. 
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Conclusión 5.  

La aplicación de ensayos funcionales in vitro en mamíferos marinos ha permitido caracterizar 

los efectos tóxicos de xenobióticos contaminantes sobre la función inmunitaria y plaquetaria 

de delfines mulares. En concreto, hemos observado que el ibuprofeno, la aspirina, el 

paracetamol y la cafeína producen alteraciones en la funcionalidad inmunitaria y plaquetaria 

de los delfines. 
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