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Biomarcadores de estrés oxidativo en jabali (Sus scrofa) del Noroeste de la Peninsula Ibérica

Resumen: La existencia en el medio ambiente de compuestos quimicos contaminantes constituye una amenaza tanto para los seres vivos
como para el conjunto del ecosistema. Por ello, la Ecotoxicologia esta desarrollando nuevas herramientas, como el empleo de biomarcado-
res, con el objetivo de evaluar el efecto de estos agentes contaminantes. Muchos estudios hablan sobre el papel de los indicadores de estrés
oxidativo como posibles parametros de gran utilidad en el ambito de la contaminacién ambiental. Sin embargo, los estudios centrados en
fauna salvaje, y mas concretamente en el jabali (Sus scrofa), son escasos, a pesar de la amplia distribucion geografica de este ungulado, lo
cual permitiria su empleo como bioindicador en programas de biomonitorizacién ambiental. En el presente trabajo se determinaron los nive-
les de dos biomarcadores de estrés oxidativo, malondialdehido (MDA) y glutatién reductasa (GR), en el tejido renal de jabalies procedentes
del noroeste de Espafia. Ademas, se evalud la influencia del sexo en los valores obtenidos. Los valores medios globales fueron de 1.811
0.426 nmoles/mg de proteina para el MDA, y 0.079 + 0.019 picomol/min/mg de proteina para la actividad GR. Con respecto a la influencia del
factor sexo, en los niveles de MDA se encontraron diferencias estadisticamente significativas, presentando unos niveles de estrés oxidativo
superiores los machos con respecto a las hembras. Estos resultados constituyen una linea base de los niveles de biomarcadores de estrés
oxidativo en especies de caza mayor, con la finalidad de que sean empleados en futuros estudios de biomonitorizacién.

Palabras clave: biomarcador; estrés oxidativo; glutation reductasa; jabali; malondialdehido; rifidn
Oxidative stress biomarkers in wild board (Sus scrofa) from North-West of the Iberian Peninsula

Abstract: The existence of polluting chemical compounds in the environment is a threat both to living beings and to the ecosystem as a who-
le. Ecotoxicology is therefore developing new tools, such as the use of biomarkers, with the aim of evaluating the effect of these pollutants.
Many studies have discussed the role of oxidative stress indicators as potentially useful parameters in the field of environmental pollution.
However, studies focused on wildlife, and more specifically on wild boar (Sus scrofa), are scarce, despite the wide geographical distribution of
this ungulate, which would allow its use as a bioindicator in environmental biomonitoring programmes. In the present study, the levels of two
oxidative stress biomarkers, malondialdehyde (MDA) and glutathione reductase (GR), were determined in the kidney tissue of wild boar from
NW Spain. In addition, the influence of sex on the values obtained was evaluated. The overall mean values were 1.811 £ 0.426 nmoles/mg
protein for MDA, and 0.079 + 0.019 picomol/min/mg protein for GR activity. With regard to the influence of the sex factor, statistically significant
differences were found in the levels of MDA, with higher levels of oxidative stress in males than in females. These results constitute a baseline
of oxidative stress biomarker levels in game species for use in future biomonitoring studies.

Key words: biomarker; oxidative stress; glutathione reductase; wild boar; malondialdehyde; kidney

Introduccion

La contaminacién es uno de los problemas mas importantes
que afecta a dia de hoy nuestro planeta y surge como conse-
cuencia de la presencia en el ambiente de cualquier agente (fi-
sico, quimico o biolégico) o combinacion de varios, en cantidad
tal, que pueda ocasionar cambios o alteraciones en la salud, se-

guridad o bienestar de la poblacién, en la vida vegetal o animal,
y por defecto, en el conjunto del ecosistema. En muchas ocasio-
nes somos los propios seres humanos los causantes de tales
cambios, debido al acelerado crecimiento demografico, por una
parte, y al progreso tecnolégico por la otra, lo que puede atentar
contra el equilibrio bioldgico de la tierra (Ames et al. 1990). De
hecho, actualmente se considera que no existe en todo nuestro
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planeta un ecosistema que pueda ser considerado libre de acti-
vidad humana, incluso los ecosistemas mas aislados presentan
niveles significativos de agentes contaminantes debido a las co-
rrientes marinas o los movimientos de masas de aire (Hermoso
de Mendoza et al. 2008).

Como consecuencia de esta problematica, surge la necesi-
dad de establecer una serie de medidas que permitan evaluar
los riesgos que provocan cada una de las sustancias quimicas
liberadas en los ecosistemas. Esto conduce a la aparicién de
la Ecotoxicologia, una rama reciente, pero de gran importancia
dentro de la Toxicologia (Kolf-Clauw et al. 2007) y que es defini-
da por Rémbke y Moltmann (1996) como “la ciencia que permite
predecir el impacto de los productos quimicos sobre los ecosis-
temas”. Esta ciencia surge por la necesidad de poder evaluar de
una manera precisa y objetiva los efectos adversos producidos
por las mas de 45 000 sustancias quimicas sabidas en el medio
ambiente, muchas de ellas inocuas, pero algunas otras con un
elevado potencial toxicoldgico debido a diversas reacciones de
biotransformacion y a sus capacidades de bioacumularse/bio-
magnificarse en los seres vivos.

Uno de los objetivos de la Ecotoxicologia radica en evaluar
el estado ambiental en que se encuentran los ecosistemas,
cuantificando la concentracién de los contaminantes presentes
en el suelo, agua o aire, y en la biocenosis. Sin embargo, esta
mera cuantificacion no aporta valores fiables sobre los efectos
de estos agentes potencialmente toxicolégicos sobre los seres
vivos. Frente a esta limitacion, la Ecotoxicologia ha recurrido al
empleo de métodos basados en la observacion cualitativa y/o
cuantitativa de organismos vivos para intentar paliar las limita-
ciones antes mencionadas, desarrollando un proceso de biomo-
nitorizacién, llamado asi por trabajar con organismos vivos, algo
que proporciona una gran cantidad de informacién sobre la rela-
cion existente entre los seres vivos y el medio ambiente donde
se desarrollan (Kolf-Clauw et al. 2007). Dicha biomonitorizacion
recurre por tanto al empleo de organismos vivos denominados
bioindicadores, que por sus caracteristicas presentan una eleva-
da sensibilidad ante los cambios ambientales, manifestandose
mucho antes que en el caso de muestras abidticas tomadas del
suelo, agua o aire. Gracias a la utilizacién de bioindicadores se
pueden evaluar con mayor antelacion modificaciones fisico-qui-
micas en los ecosistemas y, por tanto, llevar a cabo medidas
de control y gestion medioambiental efectivas (Capé 2002). Sin
embargo, los cambios experimentados por dichos organismos
varian en funcién de la especie elegida, ya que no todas presen-
tan las mismas caracteristicas, pudiendo esto llevar a errores.

Por otra parte, la relaciéon entre la concentracion tisular de
un toxico y la respuesta del organismo es algo complejo, ya que
depende de numerosos factores. Para solventarlo, y asi poder
evaluar no solo la exposicion sino también los posibles efectos
en el ecosistema, se recurre a los biomarcadores (Gil 2000).
Esta herramienta se puede definir como una respuesta biologica
observable y/o medible que revela la exposicion del organismo
a determinados agentes quimicos, produciendo efectos toxicos
(Walker et al. 1996). El empleo de biomarcadores proporciona
ventajas significativas en comparaciéon con métodos tradiciona-

les de monitoreo, ya que permiten una evaluacion mas temprana
y precisa de los efectos en la salud y del medio ambiente (Griffi-
ths et al. 2002), y dentro de ellos, unos de los mas ampliamente
utilizados en ecotoxicologia debido a su gran sensibilidad son
los de estrés oxidativo.

En organismos aerdbicos, el mantenimiento del balance re-
dox es fundamental tanto para las funciones metabdlicas vitales
como para la integridad celular. Este equilibrio depende del fun-
cionamiento de los mecanismos de defensa antioxidantes que
protegen contra las especies reactivas del oxigeno (EROs) como
por ejemplo H,0,, O,, y OH (Yu 1994). La presencia de xeno-
bidticos (metales pesados, compuestos organicos persistentes,
entre otros) en el organismo, puede generar una sobreproduc-
cion de EROs, lo que origina un desequilibrio entre las especies
prooxidantes y las antioxidantes, generando una disminucion de
estas ultimas, y produciendo el fendmeno de estrés oxidativo.
Debido a la toxicidad de los radicales libres, previos estudios
han comprobado que el estrés oxidativo genera un dano celu-
lar alterando la estructura de los lipidos, proteinas y acidos, lo
que se traduce en enfermedades cardiovasculares, neurode-
generativas, autoinmunitarias, o incluso en cancer (Armstrong
y Stratton 2016). Dentro de los biomarcadores de estrés oxida-
tivo, el malondialdehido (MDA) es un producto secundario de la
peroxidacion lipidica, el fendmeno mas comun indicado por las
EROs. Este biomarcador es ampliamente utilizado para evaluar
los efectos de los contaminantes, por su incremento en el orga-
nismo como respuesta frente a la exposicién a xenobidticos, y
su correlacion con la deficiencia de las defensas antioxidantes
(Halliwell y Gutteridge 2007). Por otro lado, el glutation (GSH)
constituye el antioxidantes méas importante y abundante en el
organismo, de tal forma que sus niveles pueden indicar una ex-
posicion y/o efecto a los mas variados agentes contaminantes
(Armstrong y Stratton 2016). La produccion de antioxidantes
tiene lugar principalmente en aquellos érganos cuyo papel es
el metabolismo de xenobidticos y la transformacion enzimatica
de las EROs, como son higado y rifién (Halliwell y Gutteridge
2007). En todo caso, los factores endégenos como la edad o el
sexo pueden desempefiar una gran relevancia en la interpreta-
cién de los resultados, ya que en funcién de estos puede variar
la absorcion, el destino y los efectos de los contaminantes en el
organismo (Burger 2007; Neila et al. 2017).

En todo este proceso son de gran relevancia las especies
sometidas a actividades cinegéticas, pues en ellas es posible
describir las concentraciones de contaminantes presentes en
sus tejidos y al mismo tiempo cuantificar diversos biomarca-
dores. Especificamente, a la hora de seleccionar la especie
bioindicadora mas adecuada para estos complejos estudios,
una de gran utilidad puede ser el jabali (Sus scrofa), ya que
presenta una serie de ventajas con respecto al resto. En primer
lugar, es una especie de amplia distribucion a nivel europeo, no
migratoria (aportando informacion por tanto mas ligada a una
zona geografica concreta). Ademas, es relativamente sencillo
la toma de muestras debido a la gran cantidad de ejemplares
que son abatidos cada afio en actividades cinegéticas y, por
tanto, no es necesario sacrificar animales con el Unico fin de lle-
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var a cabo un estudio toxicolodgico, lo que conllevaria complejas

decisiones éticas. Por otra parte, poseen una gran capacidad
de acumular contaminantes en érganos internos y, por ultimo,
es una especie relativamente longeva, permitiendo estudiar el
efecto de los xenobidticos a largo plazo. Ademas, el 80-90%
de su dieta se compone de alimentos recogidos del suelo (be-
llotas, raices, etc.) incluso roedores, huevos, o carrofia (Schley
y Roper 2003; Baubet et al. 2004). Especialmente, esta especie
consume lombrices de tierra, en la que se ha evidenciado que
acumulan cantidades significativas de metales pesados (Latif
et al. 2013). Ademas, remover los terrones de tierra mientras
pastan también desempefia un papel importante en este pro-
ceso (Bakowska et al. 2016). En definitiva, su dieta omnivora
y su dispersién hacia nucleo urbanos hace que esta especie
esté especialmente expuesta a contaminantes, entre los cuales
destacan metales pesados y compuestos organicos persisten-
tes, como es el caso de los plaguicidas (Tomza-Marciniak et al.
2014; Kalinina et al. 2022).

Con respecto a los estudios de biomonitorizacion realizados
en especies cinegéticas de la Peninsula Ibérica, destacan aque-
llos en los que se ha llevado a cabo una cuantificacién de meta-
les como el mercurio (Hg), plomo (Pb), o cadmio (Cd), en jabali,
ciervo, zorro o corzo (Reglero et al. 2009; Hermoso de Mendoza
Garcia et al. 2011; Gallego-Rodriguez 2012; De La Casa-Resino
et al. 2014; Pérez-Lopez et al. 2016; Neila et al. 2017). Sin em-
bargo, solo se han descrito dos estudios de biomonitorizacion
referentes a la evaluacion de biomarcadores de estrés oxidati-
vo en jabalies presentes en zonas contaminadas del sur de la
peninsula (Reglero et al. 2009; Rodriguez-Estival et al. 2013),
centrandose en niveles de peroxidacion lipidica (LPO), glutation
total (GSH) y actividad glutation peroxidasa (GPx), existiendo un
vacio sobre los valores de referencias de este ungulado en zo-
nas no contaminadas, que aporten conocimiento sobre el estado
de salud de los ecosistemas mediterraneos.

Con todas estas consideraciones, el objetivo del presente
estudio fue evaluar los niveles de distintos biomarcadores de es-
trés oxidativo, concretamente malondialdehido (MDA) y glutation
reducido (GR) en el tejido renal de jabalies procedentes del NO
de la Peninsula Ibérica. Estos resultados aportaran valores ba-
sales que puedan ser empleados en futuros programas de bio-
monitorizacion con esta misma especie en otras zonas de la Pe-
ninsula Ibérica y del conjunto de la Unién Europea. Ademas, la
comparacion los resultados del presente estudio con respecto a
otros de naturaleza similar nos proporcionara un indicativo sobre
el grado de contaminacion al que estan expuesto la poblacién de
jabali en zonas no contaminadas, y el riesgo que puede suponer
el consumo de su carne en la comunidad de cazadores.

Material y métodos

Muestras bioloégicas

Los animales empleados para la realizacién del presente es-
tudio (n=50; 22 hembras, 28 machos) procedieron de batidas
de caza controladas y realizadas en la comunidad auténoma de
Galicia (NO de la Peninsula Ibérica) (Fig. 1), en zonas eminen-
temente agricolas, ganaderas y/o forestales, por tanto, tedrica-
mente alejadas de fuentes relevantes de contaminacion. Tras el
fin de la actividad cinegética, se extrajeron en la propia zona
muestras de rifidn (se eligié dicho érgano por sus importantes
implicaciones como érgano diana en la acumulacion de agen-
tes causantes de dafio oxidativo, asi como por su relaciéon en
los procesos de biotransformacién de xenobidticos). Inmediata-
mente, tras recoger las muestras, se introdujeron en bolsas de
plastico herméticas perfectamente identificadas y se congelaron
a -80 °C hasta las posteriores manipulaciones. Desde las zonas
de recogida, las muestras fueron remitidas perfectamente iden-
tificadas y de forma adecuada a la Unidad de Toxicologia de la
Facultad de Veterinaria de Caceres, donde fueron almacenadas
hasta la realizacion de las siguientes manipulaciones.

Figura 1. Mapa del lugar donde se tomaron las muestras.
Figure 1. Map of sampling locations



Determinaciones bioquimicas

Antes de realizar las determinaciones bioquimicas posterior-
mente explicadas, es necesario homogeneizar las muestras de
tejido renal. Para ello se emple6 un homogeneizador de vastago
en la proporcion de 5 ml de tampon fosfato pH 7.4 y 0.1 M por
cada 0.5 g de muestra. Los homogeneizados de cada una de
las muestras obtenidas se centrifugaron a 3000 rpm durante 5
minutos, obteniéndose un sobrenadante que se distribuy6 en 2
tubos Eppendorf de 1.5 ml cada uno que se volvieron a centrifu-
gar a 12 000 rpm durante 20 minutos, recogiéndose los sobre-
nadantes. El primero de ellos se congelé a una temperatura de
-80 °C, y sera el que posteriormente se utilizara para cuantificar
la concentracion de proteinas y la actividad glutation reductasa.
Al tubo restante se le afiadieron 100 ul de acido tricloroacético
(TCA) al 50% para precipitar las proteinas y posteriormente se
centrifugd a 4000 rpm, durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadan-
te obtenido se depositd nuevamente en otro tubo Eppendorf, pro-
cediendo a su congelacion a -80 °C para posteriormente llevar a
cabo el andlisis de la concentracion de malondialdehido (MDA).

Para determinar la concentracién de proteinas en las mues-
tras, se siguié el método propuesto por Bradford (1976). Se basa
en el cambio de color que experimenta el colorante Coomassie
Brilliant Blue G-250 en presencia de proteinas en medio acido.
Estas proteinas dan lugar a un cambio de la coloracion anaran-
jada del reactivo a una tonalidad azulada, cuya intensidad es
directamente proporcional a la concentracion de proteinas exis-
tente en la muestra problema. Por ultimo, se utilizé albumina sé-
rica bovina (BSA) como estandar para la recta de calibrado.

Para la determinacion de la concentracion de MDA en las
muestras, se utilizd el método propuesto por Recknagel et al.
(1982). Se basa en una reaccién colorimétrica que detecta los
productos de degradacion lipidica (MDA y aldehidos) basado en
que dos moléculas de acido tiobarbitdrico (TBA) reaccionan con
una molécula de MDAy forman un croméforo que absorbe a una
longitud de onda de 550 nm.

La determinacion de la actividad enzimatica de la glutation
reductasa se realiza adaptando el protocolo de trabajo propues-
to por Cribb et al. (1989). Consta de una reaccion colorimétrica
que se forma a partir de la muestra a la cual se le ha afiadido
previamente una mezcla de nicotin-adenin-dinucleétido-fosfato
reducido (NADPH), glutation oxidado (GSSG), y acido dietile-
no-triamino-pentaacético (DTPA). Por ultimo, la reaccién resul-
tante se midié en una placa multipocillo con ayuda del espec-
trofotdometro (Biotek, Power Wave 340) y a una longitud de onda
340 nm.

Estudio estadistico

Para la realizacion del estudio estadistico de los resultados
obtenidos relativos a la determinacion de biomarcadores de es-
trés oxidativo en el presente estudio, se utilizé el programa esta-
distico GraphPad Prism (versién 7). Para la eleccion del analisis
estadistico de las muestras, se tuvo que establecer primero si los
datos presentaban una distribucién normal. Para ello se aplico el
test de Shapiro-Wilk, cuyos supuestos de normalidad y homoce-
dasticidad de los datos obtenidos no se cumplieron, por lo que
se procedid a realizar un estudio estadistico no paramétrico. El
estudio aplicado consistié en una prueba de U de Mann-Whit-
ney, en el caso de la variable sexo, al existir dos grupos de es-
tudio. Asi mismo, se llevo a cabo un analisis de los principales
estadisticos descriptivos (media, mediana, maximo, minimo,
desviaciéon estandar y error estandar), relativos a los distintos
biomarcadores cuantificados en las muestras de rifidn de jabali
(S. scrofa) empleadas.

Resultados

En el presente estudio de biomonitorizacion se evaluaron las
concentraciones medias de MDA y GR en el rifidn de jabalies
procedentes del NO de la Peninsula Ibérica. Los principales es-
tadisticos descriptivos relacionados con los niveles de biomarca-
dores de estrés oxidativo en el rifidn de esta especie se mues-
tran en la Tabla 1.

Los niveles medios de MDA fueron expresados en nmoles/mg
de proteina, siendo el valor medio de MDA obtenido en rifién del
conjunto de la poblacion de jabalies de 1.811 + 0.426 nmol/mg de
proteina. En cuanto al GR, los niveles medios fueron expresados
en picomoles/min/mg de proteina, siendo el valor medio de gluta-
tién reductasa obtenido en rifién del conjunto de la poblacién de
jabalies de 0.079 + 0.019 picomol/min/mg de proteina.

Por lo que respecta al estudio del efecto del sexo, en la
Figura 2 se muestran los valores medios de MDA y GR medidos
en el rindn de machos y hembras. Como se aprecia en la figura,
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos sexos (p<0,05), siendo los valores medios de MDA en
hembras (0.917 + 0.310 nmoles/mg de proteina) significativa-
mente inferiores a los encontrados en machos (2.542 + 0.702
nmoles/mg de proteina). Sin embargo, para el GR no se apre-
ciaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
sexos. No obstante, los niveles medios siguieron una tendencia
similar, siendo inferiores en las hembras (0.065 + 0.031 pico-
moles/min/mg de proteina) con respecto a los machos (0.090 +
0.024 picomoles/min/mg de proteina).

Tabla 1. Principales estadisticos descriptivos relativos a los niveles de MDA (nmol/mg de proteina) y GR (picomol/min/mg de proteina) en rifion de

Jabali (n=50).

Tabla 1. Main descriptive statistics related to MDA (nmol/mg of protein) y GR (picomol/min/mg of protein) in wild boar kidney (n=50).

Media Error tipico
MDA 1.811 0.426
GR 0.079 0.019

Minimo Maximo Mediana
0.102 9.994 0.510
0.007 0.456 0.024
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Figura 2. Niveles de MDA y GR en rifién de jabali en funcién del sexo de los animales muestreados. Las cajas muestran los percentiles al 10%, 25%,

50% (mediana), 75% y 90%. *Indica un p-valor inferior a 0.05.

Figure 2. MDA and GR levels in wild boar kidney depending on the sex of the sampled animals. The boxes show the percentiles at 10%, 25%, 50%

(median), 75%, and 90%. *Indicates a p-value less than 0.05.
Discusion

La activacion de los mecanismos de defensa antioxidante de
un organismo depende del medio ambiente y es el resultado de
muchos factores, entre los que destaca la contaminacién ambien-
tal. Determinar los niveles medios de biomarcadores de estrés
oxidativo en el tejido renal de jabalies permite evaluar el grado
de contaminacion al que pueden estar sometidos y extrapolar la
presencia de contaminantes en los habitats naturales, que estén
afectando al estado de salud del ecosistema. La literatura cienti-
fica acerca de biomarcadores de estrés oxidativo, concretamen-
te MDAy GR, en el jabali es muy escasa. Unicamente destaca el
estudio realizado por Suran et al. (2013) en jabalies procedente
de Croacia, donde se evaluaron los niveles de MDA en diversos
tejidos, entre ellos el rifidn, cuyos valores fueron inferiores a los
obtenidos en el presente estudio. Hay que destacar que este au-
tor observo correlaciones positivas entre los niveles de Cd y Pb
con los del MDA en el tejido renal, por lo que se evidencia que la
presencia de un agente téxico en el organismo estaria asociado
a un incremento del MDA y, por consiguiente, contribuye al es-
trés oxidativo. Por otro lado, a diferencia del presente estudio,
otros autores han evaluado la peroxidacion lipidica a través de la
medida con acido tiobarbiturico (TBARS). Por ejemplo, Reglero
et al. (2009) estudiaron en jabalies procedente de zonas mineras
del sur de la Peninsula Ibérica la peroxidacion lipidica en el tejido
hepatico, no observando incremento alguno. La justificacion que
aporta el autor a sus resultados es la excrecion del Pb a través
de la intervencion de antioxidantes. Otro estudio mas reciente en
la misma zona altamente contaminada no observo diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de TBARS en el
bazo de jabalies procedentes de la zona control con respecto a
la zona minera (Rodriguez-Estival et al. 2013).

Comparando los resultados del presente estudio con otros
realizados en diferentes especies (cinegéticas o no) destaca el

llevado a cabo en cerdos domésticos (Sus scrofa domestica)
analizando el efecto antioxidante de Lactobacillus fermentum
(Wang et al. 2009), y donde observaron unos valores medios de
MDA en rifion de cerdo de 4.44 + 0.43 nmoles/mg de proteina,
superiores a los hallados en los jabalies del presente estudio.
Sin embargo, en el trabajo de Rodriguez-Estival et al. (2011) se
muestran unos resultados de MDA de 0.19 £ 2.01 nmoles/mg de
proteina en rifidén de ciervo rojo (Cervus elaphus), inferiores a los
de nuestro estudio. Algo similar se observa en el trabajo llevado
a cabo por De la Casa (2010), basado en un estudio de biomar-
cadores de contaminacion en Ecotoxicologia en el que se utilizd
el corzo (Capreolus capreolus) como bioindicador, obteniéndose
un valor medio de MDA de 0.212 + 0.014 nmoles/mg de proteina
en rifidn. Raza et al. (1997) cuantificaron unos valores de pe-
roxidacion lipidica en rifidn de camellos y ratas inferiores a los
de nuestro estudio. Algo similar ocurre en otro estudio llevado a
cabo por Keskin et al. (2005) en rifidn de conejo. Laguna (2009)
obtuvo un valor medio de MDA en rifién de zorro rojo (Vulpes
vulpes) de 0.47+ 0.19 nmoles/mg de proteina. Jaime et al. (2007)
llevaron a cabo un estudio para determinar qué parametros
de estrés oxidativo eran mas adecuados para cada sustancia
quimica a la que se ha estado expuesto, hallando que el MDA es
un buen biomarcador en la practica totalidad de las sustancias
quimicas tdxicas. A la vista del valor de MDA obtenido en el te-
jido renal de jabalies, parece confirmarse que estos individuos
estar sometidos a un estrés oxidativo, ya sea por la exposicion a
contaminantes, o otras condiciones estresantes, como por ejem-
plo cambios en las condiciones ambientales o disponibilidad del
alimento, lo que subraya la necesidad de investigar mas a fondo
las posibles causas, y con ello la medida de contaminantes.
Con respecto a los niveles de GR, no hay valores de refe-
rencias de estudios de biomonitorizacion previos a los del pre-
sente estudio. A pesar de que la forma reducida del glutation y
sus enzimas asociadas se consideran los biomarcadores mas
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fiables del estrés oxidativo, la mayoria de la literatura cientifica
se centra en la determinacion del glutation total (GSH) (Isaks-
son 2010). De forma general, se sabe que los elementos toxicos
inhiben la actividad de las enzimas antioxidantes y causan pe-
roxidacion lipidica (Casalino et al. 2002). Estudios previos han
revelado cambios en la actividad antioxidante en respuesta al
estrés oxidativo inducido por metales como por ejemplo el Cd o
el Pb. Rodriguez-Estival et al. (2011) encontraron un aumento
en el contenido de GSH en el higado de jabalies de una zona
altamente contaminada, lo que puede sugerir que la sintesis de
GSH estaba siendo inducida por el estrés oxidativo causado por
el Pb. Asi, Kalinina et al. (2022) también observaron correlacio-
nes entre los niveles de GSH y elementos metalicos en diferen-
tes tejidos de jabalies del noroeste de Rusia, entre ellos el rifion.
Ademas, los resultados de estos autores con respecto a los nive-
les de antioxidante y de contaminantes, mostraron que el rifidn
del jabali no es apto para consumo humano, ya que suponia un
gran riesgo para la salud. Reglero et al. (2009) reporto niveles de
GSH en el higado de jabalies procedente de zonas mineras con-
taminadas del sur de Espafia, y observd que estos niveles fue-
ron significativamente bajos con respecto a la zona control. Sin
embargo, este autor justificd estos resultados al papel propuesto
del GSH en la excrecion activa de Pb a través de la bilis., hecho
respaldado por la evidencia experimental de que se produce una
menor acumulacion de Pb en los tejidos cuando se suministran
aminoacidos precursores del GSH a los animales.

Debido a la escasez de trabajos sobre especies cinegéticas,
se ha considerado adecuado recoger otros estudios de biomo-
nitorizacion pero en humanos. Tal es el caso del estudio llevado
a cabo por Georgieva et al. (2002) a trabajadores de una planta
de tratamiento biolégico de aguas residuales Los valores plas-
maticos de GR fueron de 3.93 + 1.23 nmol/l en los trabajadores
expuestos y de 5.97 £ 0.9 nmol/l en el grupo de control. Acto
seguido se realiz6 una suplementacion con antioxidantes a to-
dos los trabajadores obteniéndose unos resultados de 5.23 £
1.33 nmol/l tras la suplementacién, concluyendo que la altera-
cion de la actividad GR provocaria una disminucién segun Cisne-
ros-Prego (1995) en las concentraciones de glutation reducido,
GSH, dando lugar a un aumento en los niveles de las peligrosas
especies reactivas de oxigeno y desencadenando varios proce-
sos patoldgicos como cancer, diabetes mellitus o Ulcera péptica.

Jaime et al. (2007) llevaron a cabo una revisién bibliografica
con el objetivo de determinar qué parametros de estrés oxidativo
son mas adecuados para cada sustancia quimica a la que se
ha estado expuesto, apareciendo la actividad de la enzima GR
junto con el MDAy la glutation peroxidasa (no considerada en el
presente estudio) como biomarcadores de eleccién a la hora de
evaluar los niveles de contaminantes petroquimicos y sus efec-
tos en los seres vivos.

Garcgon et al. (2004) midieron los niveles de plomo (Pb) y
cadmio (Cd) a trabajadores de una fundicion de metales, utili-
zando dichos niveles como marcadores urinarios de nefrotoxici-
dad. Se establecieron relaciones entre los marcadores de estrés
oxidativo (MDA y GR) y los niveles de exposicion por un lado,
y entre los marcadores urinarios de nefrotoxicidad y el tiempo

de exposicion a dichos metales pesados por otro. Dicho estudio
concluyd que los cambios en los marcadores de nefrotoxicidad
estan estrechamente correlacionados con los niveles de exposi-
cién al Pb y Cd, mostrando dichos trabajadores unos niveles de
exposicion moderados.

Abd Ellah et al. (2008) determinaron los niveles de actividad
GR realizando biopsias hepaticas tras la administracion de una
dosis constante de etionina (antimetabolito y antagonista de la
metionina, que interfiere en la incorporacion de aminoacidos en
las proteinas, asi como en la utilizacion del ATP celular). Para
ello, emplearon un total de 7 vacas de raza Holstein (2 pertene-
cientes al grupo control y 5 al grupo experimental) obteniendo
unos resultados en el grupo control de 9.94 U/g proteina el dia
cero, 8.73 U/g proteina el dia cuatro, 10.27 U/g proteina el dia
siete y 8.86 U/g proteina el dia diez. El grupo experimental obtu-
vo unos resultados de 8.20 + 1.71 U/g proteina el dia cero, 11.55
+ 2.13 U/g proteina el dia cuatro, 20.24 + 5.23 U/g proteina el
dia siete y 14.45 + 1.83 U/g proteina el dia diez existiendo dife-
rencias estadisticamente significativas en el dia cuatro (P<0.05)
y muy significativas (P< 0.01) en los dias siete y diez y con-
cluyendo que la determinacion de los niveles de GR en higado
es una herramienta muy valiosa para detectar estrés oxidativo y
disfuncion hepatica.

Efecto del sexo

En cuanto a la influencia de factores endégenos en la pro-
duccion de antioxidantes y estrés oxidativo, la mayoria de ellos
se han centrado en la edad (Suran et al. 2013), siendo esca-
sos los estudios que consideran el factor endégeno sexo. En
el presente caso concreto, el hecho de que los machos hayan
tenido unos valores medios de MDA significativamente superio-
res a los de las hembras puede atribuirse a razones fisioldgicas
como consecuencia de las diferencias entre ambos sexos en lo
que respecta al estado hormonal y reproductor, expresion gené-
tica, o tasa metabdlicas (Burger et al. 2007; Neila et al. 2017).
Ademas, la diferencia en el comportamiento de jabalies entre
machos y hembras también puede influir en la activacion de los
antioxidantes y, en definitiva, el estrés oxidativo. Las diferencias
en el tamafo del area de campeo es dependiente del sexo, ya
que los grupos de hembras junto con sus crias tienen un area de
campeo relativamente constante de unas 250 ha, mientras que
los machos viven en solitario sin un territorio estable y migran
muchos kilémetros (Tataruch y Kierdorf 2003).

Los pocos estudios previos llevados a cabo en jabalies no
han observado influencia alguna del sexo sobre los niveles de
antioxidantes tanto en el tejido renal como en el hepatico (Tom-
za-Marciniak et al. 2014; Kalinina et al. 2022). Sin embargo, con
respecto a otras especies, Reglero et al. (2009) observaron que
los niveles de TBARS relacionados con la peroxidacion lipidica
fueron significativamente mas elevados en los higados de cier-
vos macho con respecto a las hembras. En el estudio llevado a
cabo por De la Casa (2010, datos sin publicar) en rifién de corzo,
no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas en
ambos sexos, siendo los valores en riidn de machos y hem-
bras de 0.212 + 0.020 y 0.213 + 0.020 nmoles/mg de proteina,
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respectivamente, al contrario de nuestro estudio en el que se
cuantificaron valores muy distintos en funcion del sexo, siendo
mayor en machos que en hembras. En el estudio de Ruiz-La-
rrea et al. (1994), se ha evaluado el potencial antioxidante de
distintas hormonas esteroideas como el estradiol, progesterona
o testosterona y se ha observado que el estradiol es antioxi-
dante natural, mientras que otros esteroides no presentan una
actividad antioxidante significativa. Este hecho también podria
explicar que los valores de MDA sean inferiores en las hembras,
mostrando en todo caso la relevancia de considerar este factor
enddgeno en futuros estudios ambientales. Este hecho puede
apreciarse también en un estudio llevado a cabo por Barp et
al. (2002), en el cual se compararon los niveles de MDA en ra-
tas Wistar castradas y sin castrar, de ambos sexos. Antes de
la castracion, las hembras presentaron menor concentraciéon de
MDA en tejido cardiaco con respecto a los machos. Estos niveles
aumentaron un 200% tras la castracion de las hembras, mien-
tras que los machos no sufrieron cambios tras la misma. Estos
resultados confirman lo dicho anteriormente por Ruiz-Larrea et
al. (1994), desempefando los estrégenos un importante papel
como antioxidantes naturales, minimizando el dafio de la mem-
brana lipidica. Esta ampliamente documentado el incremento
significativo de MDA en los tejidos de ratas expuestas a distintos
contaminantes, principalmente pesticidas organofosforados (Ab-
dollahi et al. 2004; Altuntas et al. 2004). Otros autores como Fi-
dan et al. (2007) han correlacionado el incremento de los niveles
de metales pesados con el aumento de las concentraciones de
MDA en diferentes especies. Jaime et al. (2007) llevaron a cabo
un estudio para determinar qué parametros de estrés oxidativo
son mas adecuados para cada sustancia quimica a la que se ha
estado expuesto, hallando que el MDA es un buen biomarcador
en la practica totalidad de las sustancias quimicas (metales pe-
sados - plomo, cromo, aluminio, cobalto, cadmio, mercurio, etc.-,
plaguicidas, petroquimicos...).

En cuanto a la influencia del sexo en los niveles de GR, el
hecho de que los machos hayan obtenido un nivel medio mayor
al de las hembras puede atribuirse a que este biomarcador es
un antioxidante enzimatico importante en la reproduccion de los
machos. La GR es una flavoproteina dimérica que mantiene la
homeostasis del GSH, al reducir el GSSG -la forma oxidada del
glutation- de nuevo a GSH, la forma reducida, con la ayuda de
un cofactor reductor, el NADPH. Se encuentra principalmente en
las células de Sertoli del testiculo. Estas necesitan GR para que
la suplementacion con glutation de las células espermatogéni-
cas tenga éxito, lo que indica la importancia de este antioxidan-
te enzimatico. Ademas, la GR en el tracto epitelial actia como
antioxidante para proteger los acidos grasos insaturados de la
peroxidacion lipidica durante la maduracién (Armstrong y Strat-
ton 2016). No se han encontrado estudios previos que aborden
especificamente los niveles de este biomarcador en el tejido re-
nal de jabali. Los estudios existentes se centran principalmente
en la concentracion de glutatién reducido (GSH). Por un lado,
algunos autores no han encontrado influencia alguna de este
factor en la actividad del antioxidante (Kalinina et al. 2022). No
obstante, otros autores como Rodriguez-Estival et al. (2013), si

que observaron influencia, de tal forma que los jabalies machos
tuvieron una disminucion del GSH mas elevada que las hem-
bras. Al considerar otras especies, los trabajos llevados a cabo
por Gargon et al. (2004), Jaime et al. (2007) y Abd Ellah et al.
(2008) sobre determinacién de la actividad GR no mostraron sin
embargo distincién en funcion del género. Unicamente en el es-
tudio llevado a cabo por Georgieva et al. (2002) a trabajadores
de una planta de tratamiento biolégico de aguas residuales apa-
rece distincion en cuanto al sexo. En él, hay un grupo de traba-
jadores expuestos compuesto por catorce mujeres y cincuenta y
cinco hombres y un grupo control compuesto por siete mujeres
y veintitrés hombres. Pero a la hora de exponer los resultados
se incluyen tanto hombres como mujeres en el mismo grupo, ob-
viando un factor que seguramente habria aportado informacion
adicional de primera magnitud.

Se ha localizado ademas un estudio sobre la influencia del
transporte por carretera en las actividades GR, llevado a cabo
por Niedzwiedz et al. (2012) sobre sesenta caballos, y don-
de se obtuvieron unos valores en eritrocitos de 54 + 28 U/g de
hemoglobina antes de llevar a cabo ningun tipo de transporte, 40
+ 23 U/g de hemoglobina tras ocho horas de viaje y 50 + 27 U/g
de hemoglobina tras 24 horas de descanso del transporte anterior,
existiendo diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) en-
tre la medicién antes del transporte y tras las ocho horas de viaje.
Dicho estudio concluyé que el transporte por carretera tendria un
impacto en la actividad de las enzimas antioxidantes GR, recu-
perando los valores normales de dicha enzima tras un descanso
de 24 horas de viaje y que la disminucion de la actividad de tal
enzima puede aumentar la susceptibilidad de los animales a in-
fecciones tras el transporte.

Conclusiones

En el presente estudio se han establecido los niveles basales
de distintos biomarcadores de estrés oxidativo en el tejido renal
de jabalies del NO de Espafia, asi como la influencia del factor
sexo en la cuantificacion de éstos. Los niveles mas altos de es-
tos parametros se dieron para el MDA, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas entre hembras y machos. Estos
resultados deberian tenerse en cuenta en futuros estudios de bio-
monitorizacion en especies de caza mayor, con el fin de determi-
nar si los cambios de dichos biomarcadores podrian estar asocia-
dos 0 no a un aumento de los niveles de contaminacién ambiental.
Ademas, es necesario realizar un seguimiento continuo de la sa-
lud y el bienestar de la fauna silvestre en esta area especifica con
la finalidad de obtener mas conocimiento sobre el estado de salud
de los ecosistemas afectados. Estos resultados pueden ayudar
en la identificacion temprana de problemas ambientales y en la
implementacion de medidas de gestion adecuadas, asi como pro-
mover la adopcién de practicas mas sostenibles, el control de la
contaminacion y la conservacion de nuestros ecosistemas unicos.
En definitiva, es fundamental la medida o seguimiento del estado
de salud de estos ecosistemas con el fin de prevenir futuros epi-
sodios de contaminacién que puedan conllevar pérdidas irrepa-
rables, y garantizar que las futuras generaciones disfruten de la
magnifica riqueza de nuestra region.
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