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El conill europeu (Oryctolagus cuniculus) és una de les especies de vertebrats
més importants dels ecosistemes Mediterranis. L'arribada de malalties virals,
com la mixomatosi, han donat lloc a disminucions importants de les
poblacions de conills salvatges. La determinacié de biomarcadors de 1’estat
pro-oxidant / anti-oxidant permeten avaluar I’existéncia d’algun factor
ambiental o infeccios que indueixi una situacié d’estrés a I’animal. L’objectiu
del present estudi va ser avaluar biomarcadors d’estrés a conills obtinguts en
diferents modes de captura i en conills afectats per mixomatosi. Els resultats
obtinguts no evidencien cap tipus de diferencia en les activitats plasmatiques
dels enzims antioxidants, de l’activitat mieloperoxidasa ni dels nivells de
malondialdehid en funci6 de la diferent modalitat de captura: ca eivissenc,
fura o grup estabulat. La produccié d’espécies reactives per part de les
cel-lules immunitaries tampoc no es veu modificada. Per contra, les activitats
dels enzims catalasa, glutati6 peroxidasa i glutatio reductasa son
significativament més baixes a fetge en animals afectats de mixomatosi
respecte als animals sans, mentre que els nivells de malondialdehid sén
significativament més elevats als animals malalts. En conclusio, el fet que no
s’hagin observat diferéncies derivades del procés de captura ni respecte al
grup control, demostra que els conills capturats gaudien d’un bon estat de
salut. Els conills afectats per mixomatosi presenten a nivell hepatic una
disminucid general de les defenses antioxidants i un augment del dany
oxidatiu, cosa que posa de manifest la gravetat de la patologia.

Paraules clau: antioxidants; biomarcadors; conills; mixomatosi; estrés
oxidatiu.

EVALUATION OF THE PHYSIOLOGICAL STATE OF THE RABBIT
(ORYCTOLAGUS CUNICULUS) BY MEANS OF BIOCHEMICAL
BIOMARKERS. The European rabbit (Oryctolagus cuniculus) is one of the
most important vertebrate species in Mediterranean ecosystems. In the last 60
years, the arrival of viral diseases, such as myxomatosis, has led to significant
diminution of the populations of wild rabbits. The determination of
biomarkers of the pro-oxidant / anti-oxidant status allows the evaluation of
the existence of an environmental or infectious factor that induces a situation
of stress to the animal and the ability to respond and adapt to this situation.
The aim of the present study was to evaluate stress biomarkers from rabbits
obtained in different capture modes and rabbits affected by myxomatosis. The
results obtained do not show any difference in the plasma activities of
antioxidant enzymes, myeloperoxidase activity or malondialdehyde levels
depending on the different way of capturing rabbits: Ibizan dogs, ferrets or
the confined group. The production of reactive species by immune cells is
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also unchanged. In contrast, the activities of catalase enzymes, glutathione
peroxidase and glutathione reductase are significantly lower in liver in
animals affected by myxomatosis compared to healthy animals, while levels
of malondialdehyde are significantly higher in diseased animals. In
conclusion, the fact that no differences derived from the capture process or
the control group have been observed demonstrates that the captured rabbits
are in a good state of health. Rabbits affected by myxomatosis have a general
decrease in antioxidant defences and an increase in oxidative damage,
evidencing the seriousness of the pathology.

Keywords: antioxidants, biomarkers, rabbits, myxomatosis, oxidative stress.
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Introduccié

El conill (Oryctolagus cuniculus Linnaeus, 1758) és un petit mamifer present a moltes
zones Mallorca.

La dada més antiga sobre la introduccié del conill a les Balears no prové de cap
jaciment arqueologic, sind de les cales realitzades a la bretxa fossilifera del Pas d’en
Revull, a Menorca. Entre la fauna recuperada, juntament amb les espécies autoctones, hi
havia restes de fauna introduida. Un os de conill datat per C14 va proporcionar una data
situada a grans trets entre 800-500 aC (Quintana et al., 2016).

Tal com indica Ramis (2017), després d’aquesta data segueix un buit al registre, i el
conill torna reapareixer als contextos tardans del periode talaiotic a Talati de Dalt, a
Biniparratx Petit i a Cornia Nou (Menorca) i a Ses Paisses i a S’Hospitalet Vell (Mallorca),
on les restes de conill presenten evidéncies de consum alimentari. Tots aquests conjunts
s’aglutinen al voltant dels segles III-1l aC. També ha estat citat al poblat de S’Illot
(Mallorca), on la seva atribuci6 cronologica és imprecisa.

Aquesta espéecie es troba en diferents habitats predominant en zones de boscos,
praderies i arees de conreu sobretot a zones del Pla (Villafuerte, 2007). Aquesta espécie és
molt valuosa pel seu impacte biologic com a element dinamitzador de I’ecosistema i per la
seva posicid dins la cadena trofica, donat que és presa de diferents depredadors. A més,
també destaca des d’un punt de vista cultural donat que aquests conills han estat un dels
elements basics d’alimentacio dels illencs i han format part dels valors socioculturals i
cinegétics a Mallorca. En aquest sentit, grans projectes de conservacio d’espécies
amenacades com son l'aguila imperial o el linx, depenen fortament d’accions de
recuperacio del conill com a font principal d’aliment. Els conills son animals gregaris amb
una capacitat de cria molt elevada, fins a 8-9 cries per part, rad que els fa encara més
importants dins I’activitat cinegetica. De fet, el conill és una de les especies incloses dins el
grup de mamifers que s6n cagables a Mallorca, juntament amb la llebre i la cabra. Malgrat
aix0, aquesta espécie d’interés s’ha vist minvada als darrers anys per diversos factors
destacant determinades malalties les quals han afectat la seva poblacio, com sén la
mixomatosi, la pneumonia hemorragia virica, la sarna o el mal de poto, entre d’altres
(Delibes-Mateos et al., 2009). La mixomatosi és una malaltia viral causada per un
Leporipoxvirus de la familia Poxviridae, conegut com "Myxoma virus". El virus indueix
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una malaltia benigna en el seu amfitrié natural, els conills sud-americans Sylvilagus
brasiliensis, també anomenat tapeti o conill de selva, mentre que provoca la mixomatosi,
una malaltia greu i sistemica en conills salvatges domeéstics i europeus (Villafuerte et al.,
2017). La malaltia es caracteritza per 1’aparicié de tumefaccions en la pell, seguit de
conjuntivitis progressiva i secrecio serosa / mucopurulenta dels ulls i el nas (Spiesschaert et
al., 2011). La infecci s'acompanya de la inflamaci6 de la regio anogenital i de ’aparici6 de
noves infeccions bacterianes en el tracte respiratori, ja que el sistema immunitari de I’hoste
infectat disminueix progressivament. L.’animal es torna apatic, perd 1’apetit i desenvolupa
febre, i normalment acaba morint entre els 10-14 dies després de la infeccio.

Un dels mecanismes que tenim per tal de poder avaluar I’estat fisiologic d’una espécie
determinada o grup d’organismes, sobretot per avaluar si es troben baix una situacid
d’estrés és per mitja de biomarcadors. Esta evidenciat que una situacié d’estrés com pugui
ser una malaltia, canvis en 1’ambient o preséncia d’agents contaminants, pot provocar
canvis a nivell fisiologic/bioquimic que poden ser mesurables i quantificables (Cipak
Gasparovic et al., 2017). En aquest sentit, el metabolisme cel-lular en condicions normals
és una font continua d’espécies reactives d’oxigen que se produeixen per processos
cel-lulars com és la propia respiracido o 1’accié de les cél-lules immunitaries. Aquestes
especies reactives si no son eliminades poden afectar a components cel-lulars com son els
lipids, proteines i ADN i poden arribar a alterar el funcionament cel-lular normal. Davant
aixo, les cel-lules posseeixen un elaborat sistema de defenses antioxidants (enzimatics i no-
enzimatics) que eliminen i/o prevenen la formacié d’aquestes espécies reactives d’oxigen
(Elias et al., 1999). Malgrat aquestes defenses, en ocasions, la produccié d’aquests
substancies prooxidants poden superar els mecanismes de defensa antioxidant i conduir a
una situacid de desequilibri que es coneix com estres oxidatiu. Entre els principals
mecanismes de defensa antioxidant destaquen els enzims catalasa que s’encarrega de
detoxificar el peroxid d’hidrogen i I’enzim superoxid dismutasa que s’encarrega d’eliminar
I’ani6 superoxid. Per altra banda, la mesura de I’activitat de les c¢l-lules immunitaries dona
una idea de la preséncia d’un estat pro-inflamatori que pugui ser indicatiu d’algun tipus
d’infeccid. Les cél-lules mononucleades incrementen la seva produccid d’espécies reactives
davant un procés infeccidés per poder fer front al mateix, i I’activitat plasmatica de la
mieloperoxidasa, que produeix hipoclorit amb capacitat bactericida, es veu elevada per una
activacio de les cél-lules polimorfonucleades.

Per aix0, el conill silvestre s’ha convertit en una espécie objectiu i d’importancia des
d’un punt de vista de conservacio i gestio de la seva poblacio. L’objectiu del present estudi
va ser avaluar biomarcadors d’estrés a mostres de plasma de conills i la capacitat de produir
espécies reactives d’oxigen per part de les cél-lules immunitaries, avaluant si existeixen
diferencies degudes métode de captura. En segon lloc es va avaluar els efectes de la
mixomatosi sobre els biomarcadors d’estres.

Material i métodes

El present estudi esta dividit en dos procediments experimentals diferenciats. En un
primer procediment es van analitzar marcadors de 1’estat pro-oxidant/anti-oxidant i de la
resposta immunitaria en mostres de sang d’un total de 50 conills, dels quals 26 han estat
capturats per mitja de cans eivissencs, 11 amb fura i 13 han estat capturats també amb cans
perd en una zona estabulada i es consideren com a controls. Al segon procediment
experimental es van investigar marcadors d’estrés oxidatiu en mostres de fetge a un total de
18 conills, 9 sans i 9 amb mixomatosi tots ells capturats amb ca eivissenc
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Les mostres de sang obtingudes del primer procediment per venopuncié a 1’orella
utilitzant com anticoagulant EDTA van ser fraccionades en dues aliquotes diferents. Una
primera fraccio es va centrifugar a 900xg durant 15 minuts a 4°C per separar el plasma de
les cél-lules sanguinies. El plasma es va recuperar i utilitzar per les determinacions dels
enzims antioxidants catalasa i superoxid dismutasa, 1’enzim prooxidant mieloperoxidasa i
els nivells de malondialdehid com indicador de la peroxidacié lipidica. La segona fraccio
de mostra va ser centrifugada amb un gradient de densitat amb Ficoll a 750xg durant 15
minuts a 4°C per tal d’obtenir les cél-lules immunitaries mononucleades (PBMCs).
Aquestes cel-lules van ser rentades amb PBS per aconseguir el seu aillament i
posteriorment van ser estimulades per determinar la seva capacitat de resposta davant un
agent infecciés.

Al segon procediment, les mostres de fetge dels diferents exemplars es transportaren en
gel i es van mantenir emmagatzemades a -80°C fins el seu processament i analisi. Al
moment de fer les determinacions les mostres de fetge es van homogeneitzar en deu volums
(w / v) de tampd Tris-HCI 100mM, pH 7.5. Cada homogenat es va centrifugar a 9000g a
4°C durant 15 minuts. Després de la centrifugacio, es van recollir els sobrenedants i van ser
utilitzats per a les analisis bioquimiques.

Totes les analisis bioquimiques es varen normalitzar per mg de proteina, determinada
per mitja d’un kit comercial colorimétric (Biorad®) utilitzant albimina bovina com a
estandard.

Biomarcadors antioxidants i oxidants

Les activitats de la catalasa (enzim que detoxifica el peroxid d’hidrogen), la superoxid
dismutasa (enzim que detoxifica ’ani¢ superoxid), la glutatio peroxidasa (que elimina
peroxid d’hidrogen i hidroperoxids), la glutatio reductasa (que recicla el glutatio) i la
mieloperoxidasa (enzim que produeix hipoclorit) es varen determinar per métodes
espectrofotomeétrics usant un Shimadzu UV-2100 a 37°C (Sureda et al., 2011). L’activitat
de I’enzim catalasa s’ha mesurat seguin la descomposicio del peroxid d’hidrogen a 240 nm.
L’activitat superoxid dismutasa es va determinar usant un sistema de xantina oxidasa /
xantina per generar ani6 superoxid, el qual oxida el citocrom C que actua com indicador. El
seguiment de la reaccio es va dur a terme a 550 nm. L'activitat de glutatié peroxidasa va ser
mesurada a 339 nm utilitzant un sistema acoblat amb peroxid d’hidrogen i glutati6 reduit
com a substrats i glutatio reductasa i NADPH com a indicadors enzimatics i no enzimatics.
L’activitat de la glutatié reductasa es va avaluar utilitzant el glutatio oxidat com a substrat a
339 nm. L'activitat mieloperoxidasa es va mesurar per l'oxidacié de guaiacol utilitzant
peroxid d’hidrogen per iniciar la reaccid i mesurant la variacié d’absorbancia a 470nm.

El malondialdehid (MDA) va ser analitzat per mitja d’una técnica colorimétrica en
microplaca (Bio-Tek®, PowerWaveXS). EI MDA reacciona amb el reactiu meti-fenil-indol
en condicions acides per produir un compost que es pot mesurar espectrofotométricament a
586 nm.

Produccié d’espeécies reactives per les cél-lules immunitaries

Els PBMCs una vegada purificats varen ser estimulats amb lipopolisacarid (LPS) que
esta format per fragments de paret bacteriana. Una vegada estimulats, la capacitat de
resposta de les cel-lules es va determinar mesurant la produccié d’especies reactives usant
diclorofluoresceina diacetat com a molécula indicadora. El seguiment de la fluorescéncia
emesa (excitacio, 480 nm; emissio, 530 nm) es va dur a terme durant 1 hora en un
fluorimetre de microplaca (FL 9800 Microplate Fluorescence Reader, Bio-Tek Instruments,
Inc.).
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Analisi estadistica

Les dades han estat analitzades amb el programa estadistic SPSS v25. En el cas del
primer procediment experimental es va aplicar I’analisi de la variancia d’un factor
(ANOVA). En el cas de les diferéncies per sexe i els resultats del segon procediment
experimental, I’analisi es va fer mitjangant una t-Student per dades desaparellades. Les
dades es presenten com la mitja * error estandard de la mitja i es considera p<0.05 com
estadisticament significatiu.

Resultats

Les zones de mostreig es trobaven principalment situades a la marina de Llucmajor i
Campos. Tots els conills del primer procediment que han estat analitzats a I’estudi eren
adults, trenta del quals eren mascles i vint femelles, amb un pes mitja de 1103 £ 24 grams, i
presentaven un bon estat sanitari sense cap indici de patologia. Quan s’analitzen els
resultats segons el sexe dels animals no s’han observat diferéncies significatives en cap dels
parametres analitzats (resultats no presentats).

Els resultats obtinguts al primer procediment experimental respecte al diferent mode de
captura es mostren a la Taula 1. Els resultats obtinguts no posen de manifest cap tipus de
diferéncia en les activitats dels enzims antioxidants, de 1’activitat mieloperoxidasa ni dels
nivells de malondialdehid en funci6 de la diferent modalitat de captura dels conills
(p>0.05).

La capacitat de les PBMCs per produir especies reactives es representa a la Fig. 1. Els
resultats tampoc mostren cap tipus de diferencia depenent del métode de captura (p>0.05).

Referent al segon procediment experimental, els resultats de les activitats enzimatiques
es mostren en la Fig. 2. Les activitats dels enzims catalasa, glutatié peroxidasa i glutatié
reductasa son significativament més baixos (p<0.05) als animals afectats de mixomatosi
respecte als animals sans. L’activitat superoxid dismutasa, malgrat és més baixa als animals
malalts, no arriba a presentar diferéncies significatives.

Els nivells de malondialdehid sén significativament més elevats als conills amb
mixomatosi (6,07 £ 0,51 nmol/mg prot) respecte als animals sans (3,48 + 0,58 nmol/mg

prot).

Taula 1. Activitat dels enzims antioxidants — catalasa i superdxid dismutasa-, de I’enzim pro-oxidant
mieloperoxidasa i nivells de malondialdehid al plasma dels conills capturats per mitja de cans
eivissencs, fures i per cans perd en una zona estabulada (controls). No s’observen diferéncies
significatives entre cap dels grups, ANOVA d’un factor.

Table 1. Activity of antioxidant enzymes - catalase and superoxide dismutase - of the pro-oxidant
enzyme myeloperoxidase and malondialdehyde levels in plasma of rabbits captured by Ibizan dogs,
ferrets and dogs but in a confined area (controls). No significant differences were reported between
any of the groups, one-way ANOVA.

Ca eivissenc Fura Control
Catalasa (%) 96,1 + 8,8 81,8+11,2 100 £+ 16
Superoxid dismutasa (%6) 101+3 90,1+4,3 1005
Mieloperoxidasa (%) 103 + 12 113+ 6 100 + 15

MDA (nmol/mg prot) 0,92 +0,07 0,70 +0,07 0,86 + 0,08
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Fig. 1. Produccié d’espécies reactives d’oxigen a cél-lules mononucleades de sang periféerica
(PBMCs) de conills capturats per mitja de cans eivissencs, fures i per cans perd en una zona
estabulada (controls). No s’observen diferéncies significatives entre cap dels grups, ANOVA d’un
factor.

Fig. 1. Production of reactive oxygen species in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of
rabbits captured by Ibizan dogs, ferrets and dogs but in a confined area (controls). No significant
differences were reported between any of the groups, one-way ANOVA.
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Fig. 2. Activitat dels enzims antioxidants al fetge dels conills sans i amb mixomatosi considerant les
activitats dels animals sans com el 100%. * indica diferéncies significatives (p<0.05) entre conills
sans i conills amb mixomatosi aplicant una t-Student per dades desaparellades. CAT, catalasa; SOD,
superoxid dismutasa; GPX, glutatié peroxidasa; GRD, glutatié reductasa.

Fig. 2. Activity of antioxidant enzymes in liver of healthy rabbits and with myxomatosis considering
the activities of healthy animals as 100%. * indicates significant differences (p <0.05) between
healthy rabbits and rabbits with myxomatosis applying a t-Student for unpaired data. CAT, catalase;
SOD, superoxide dismutase; GPX, glutathione peroxidase; GRD, glutathione reductase.
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Discussio

La utilitzaci6 de biomarcadors és un eina Util per monitoritzar alteracions que pugin
afectar al funcionament fisiologic o bioquimic dels organismes. En aquest sentit, es
d'esperar que els biomarcadors proporcionin una mesura integral de la resposta d'un
organisme a l'exposicid a una situacio estressant com pot ser el procés de captura,
constituint aixi una mesura de risc ecologic (Shugart et al., 1992). Els biomarcadors han
demostrat la seva utilitat en nombrosos estudis tant en ecosistemes marins com a terrestres i
en tot tipus d’organismes (vegetals, animals invertebrats i vertebrats) (Monclus et al., 2009;
Pinya et al., 2016; Tejada et al., 2017). En el present estudi hem posat de manifest que els
biomarcadors plasmatics d’estrés oxidatiu es poden determinar de forma adient a mostres
de conill i per tant poden ser adequades per fer estudis de monitoritzacid sense fer necessari
el sacrifici de 1’animal.

Malgrat les femelles presenten unes activitats i valors de biomarcadors lleugerament
inferiors als mascles, les diferéncies no sén en cap cas significatives. Aquest fet ens indica
que a nivell bioquimic el dimorfisme sexual no suposa diferéncies importants. La
homogeneitat observada entre mascles i femelles es un punt interessant a tenir en compte a
I’hora de realitzar estudis de camp a on no es pot saber el sexe dels diferents organismes
que es capturaran. En aquest sentit, els presents resultats indiquen que no es necessari
capturar un nombre semblant d’ambdds sexes per tenir resultats fiables, sind que en arribar
a un nombre suficient per poder treballar amb ells es podra aturar el mostreig. En molts
casos, la diferencia en els biomarcadors es sol relacionar amb la massa muscular, ja que es
tracta d’un teixit que consumeix nivells considerables d’oxigen que pot acabar donant lloc a
especies reactives. El fet que els dos sexes presentin un pes semblant, dona suport a
I’abséncia de diferéncies entre mascles i femelles.

Quan s’ha comparat el possible efecte del metode de captura sobre els diferents
individus tampoc s’observen diferéncies estadisticament significatives respecte als
individus que es trobaven estabulats. Diversos estudis han posat de manifest que el risc de
predacio pot induir una situacié d’estrés oxidatiu que provoca canvis en els mecanismes
antioxidants associats amb un augment dels indicadors de dany oxidatiu i la produccid
especies reactives (Janssens i Stoks, 2014; Pinya et al., 2016; Morosinotto et al., 2018). El
fet d’haver de fugir d’un depredador provoca un augment de la taxa metabolica de les
preses que podrien manifestar-se a nivells de biomarcadors anti- o pro-oxidants. En el
present estudi el periode de captura per part dels cans o de les fures és curt i, per tant, potser
no suficient per poder evidenciar diferéncies en els biomarcadors bioquimics als conills. Per
altra banda, el fet que tots els conills capturats presentin unes bones condicions sanitaries
ens indica que si no hi ha algun tipus de patologia evident, els animals no presenten
alteracions en els seus mecanismes de defensa antioxidant o en la resposta immunitaria.

La mixomatosi és una patologia greu que en un gran nombre de casos acaba amb la
mort de I’animal afectat en menys de dues setmanes des de I’inici de la infeccid
(Spiesschaert et al., 2011). El presents resultats evidencien una disminuci6 significativa
dels mecanismes de defensa antioxidant al fetge dels animals malalts i un augment del grau
de peroxidaci6 lipidica — malondialdehid — com a marcador de dany oxidatiu. Aquest
resultats estan d’acord amb els observats per un estudi on els nivells de malondialdehid a
plasma de conills afectats per mixomatosi o pel virus de malaltia hemorragica de conill sén
significativament més elevats que en individus sans (Palacios-Palma et al., 2018). En
aquest mateix estudi les activitats dels enzims antioxidants a les cél-lules sanguinies no es
veren modificats. Els autors conclouen que la manca de resposta antioxidant podria derivar
del fet que altes carregues virals exigirien una alta produccié d’espécies reactives que
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superarien les defenses antioxidants i que deixarien de respondre. En el cas del fetge, la
disminuci6 de les defenses antioxidants podria ser un indicador d’una fallada de la funcio
hepatica derivada de la infeccié que impossibilita la sintesi adequada de proteines, entre
elles els enzims antioxidants, i per tant ser responsable, juntament amb la immunosupressio
que facilita una infeccié bacteriana secundaria, de la mortalitat del virus (Kerr i McFadden,
2002).

En conclusio, els presents resultats posen de manifest que els biomarcadors plasmatics
son mesurables i quantificables als conills i per tant poden ser Utils per avaluar situacions
que puguin alterar I’estat fisiologic dels animals. El fet que no s’hagin observat diferéncies
entre mascles i femelles ni derivades del procés de captura, demostra que els conills
capturats gaudien d’un bon estat de salut. De forma addicional, els conills afectats per
mixomatosi presenten a nivell hepatic una disminucié general de les defenses antioxidants i
un augment del dany oxidatiu, el que posa de manifest la gravetat de la patologia als
animals malalts.

Finalment, les dades obtingudes indiquen que el métode de captura amb ca eivissenc o
fira és adequat des del punt de vista dels marcadors usats en no alterar de forma
significativa els valors respecte al grup control.
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