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RESUMEN

Cuando los organismos hacen ejercicio, la demanda de energia, el flujo de
oxigeno y la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ERO), incluyendo
radicales libres, aumenta. Por esta razén, el musculo ejercitado puede ser
considerado como uno de los principales blancos de estrés oxidativo. La respuesta
antioxidante esta relacionada con el consumo de oxigeno y la produccién de ERO,
dependiendo de la actividad fisica de los organismos. Se espera que las especies
con elevada actividad fisica, como el nado constante y altas velocidades de nado,
presentaran un incremento en la produccién de ERO en el musculo, comparado
con las especies de menor actividad fisica. Ademas, se ha sugerido que los
elasmobranquios difieren evolutivamente de los teledsteos, y que su sistema de
defensa antioxidante estd compuesto principalmente por antioxidantes no
enzimaticos. El objetivo de este estudio fue analizar la produccién de ERO, el
sistema antioxidante enzimatico y no enzimético, y el dafio oxidativo en musculo
de tres especies de elasmobranquios y tres especies de teledsteos con diferentes
caracteristicas de nado. La produccion de radical superoxido (O,") fue mayor (p <
0.05) en musculo de teleésteos y en las especies mas activas. En
elasmobranquios, se observd en general, mayor actividad de las enzimas
antioxidantes y mayor concentracion de las vitaminas C y E (p < 0.05); sin
embargo, la capacidad antioxidante total fue mayor en teledsteos (p < 0.05). El
dario oxidativo a lipidos fue mayor en musculo de elasmobranquios (p < 0.05) y el
dafio al ADN fue mayor en musculo de teledsteos (p < 0.05). Estos resultados
sugieren que la produccion de ERO y las defensas antioxidantes en el musculo de
peces esta relacionada con la actividad fisica, la ingesta de nutrientes y el medio
en el que cada especie se desarrolla.

Palabras clave. Actividad fisica, estrés oxidativo, peces.
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ABSTRACT

When organisms exercise, the energy demand, oxygen flow and production of
reactive oxygen species (ROS), including free radicals, increase. Therefore,
working muscles can be considered as one of the main targets of oxidative stress.
The antioxidant response is related to oxygen consumption and ROS production,
depending on physical activity. It is anticipated that species with elevated physical
activity, such as constant swimming and the capacity to develop high swimming
velocities, have increased ROS production in muscle compared to less active
species. Additionally, it has been suggested that elasmobranchs differ
evolutionarily from teleosts in that their antioxidant defense system is mainly
composed of non-enzymatic antioxidants. The aim of this study was to analyze the
production of ROS, the enzymatic and non-enzymatic antioxidant system, and
oxidative damage in muscle of three elasmobranch and three teleost species with
different swimming characteristics. The production of superoxide radical (O,") was
higher (p < 0.05) in muscle of teleosts and in the more active species. In
elasmobranchs, higher activity of antioxidant enzymes and higher concentrations
of vitamins C and E (p < 0.05) were generally observed; however, the total
antioxidant capacity was greater in teleosts (p < 0.05). Oxidative damage to lipids
was higher in muscle of elasmobranchs (p < 0.05) and DNA damage was higher in
muscle of teleosts (p < 0.05). These results suggest that ROS production and
antioxidant defenses in fish muscle are related to physical activity, nutrient intake,
and the environment in which each species develops.

Keywords: Physical activity, oxidative stress, fishes.
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1. INTRODUCCION

Los peces constituyen mas de la mitad del numero total de especies de
vertebrados reconocidas (48,170) (Nelson, 1994). Estos organismos muestran una
diversidad en su morfologia, en los habitats que ocupan y en su biologia (Nelson,
1994). Dentro del grupo de peces, se encuentran los cartilaginosos y los peces
0seos. La principal diferencia entre ellos es que los peces cartilaginosos, como los
tiburones, carecen de los componentes bioquimicos necesarios para la formacion
de huesos, no poseen vejiga natatoria, tienen altas concentraciones de urea en
sus tejidos y son menos diversos biologicamente (Wilhelm-Filho y Boveris, 1993;
Nelson, 1994). Una caracteristica de los tiburones es que requieren estar en nado
constante para la captacion adecuada de oxigeno y mantener el equilibrio
hidrostatico (Carlson et al., 1999).

El metabolismo de los elasmobranquios difiere del de otras especies de
peces (Ballantyne, 1997). Los elasmobranquios son osmoconformadores, es decir,
son capaces de retener altas concentraciones de solutos para prevenir cambios en
el equilibrio osmadtico con el medio marino (Richards et al.,, 2003). Ademas,
emplean la urea como osmolito organico para reducir su densidad (Hart y
Reynolds, 2002). La retencion de altas concentraciones de urea puede influir
sobre la estructura y propiedades de proteinas y membranas, causando impacto
sobre los mecanismos basicos del metabolismo de lipidos, cuerpos ceténicos y
aminoacidos (Richards et al., 2003).

Los peces utilizan varias estrategias para sobrevivir a los cambios
ambientales, incluyendo cambios en su comportamiento, su fisiologia vy
caracteristicas moleculares (Kieffer, 2010). Los mecanismos de adaptacion de
estos organismos estan determinados por los antecedentes evolutivos de cada
especie y de las caracteristicas fisicas y quimicas del agua (Hart y Reynolds,
2002). Estas caracteristicas del agua, particularmente la baja compresibilidad, alta
densidad, su propiedad de solvente y transparencia limitan el disefo funcional de
un pez (Hart y Reynolds, 2002).



La baja compresibilidad del agua influye en el rendimiento de natacion del
pez, que tiene que desplazar grandes volumenes de agua para moverse a través
de ella (Hart y Reynolds, 2002). Por este motivo, los peces han desarrollado
diferentes sistemas motrices para reducir la fuerza de arrastre y los costos de
locomocion e incrementar la eficiencia de las adaptaciones respiratorias vy
cardiovasculares durante el nado (Hart y Reynolds, 2002). La alta densidad del
agua reduce los efectos de la gravedad y permite a los peces permanecer
suspendidos en la columna de agua usando una minima cantidad de energia.

Existen dos estrategias de flotabilidad, dinamica y estatica; los peces pueden
emplear una o ambas estrategias (Hart y Reynolds, 2002). La flotabilidad dinamica
es usada por elasmobranquios y algunos teledsteos activos, los cuales tienen
cuerpos mas pesados que el agua. La flotabilidad es generada por las aletas
pectorales y caudal, actuando como hojas de levantamiento alrededor del centro
de gravedad del pez; se requiere una velocidad minima de desplazamiento para
evitar el hundimiento del animal (Hart y Reynolds, 2002).

Un esfuerzo continuo para soportar al cuerpo soélo por movimientos
musculares seria energéticamente costoso (Marshall, 1966). Por lo tanto, la
mayoria de los teledsteos, excepto las especies bentonicas que nadan
ocasionalmente, usan el levantamiento estatico para la flotabilidad (Hart vy
Reynolds, 2002). Los peces consiguen la flotabilidad estatica mediante el uso de
dos diferentes compuestos, lipidos y gas. Los gases son mas eficientes que los
lipidos para proveer levantamiento; asi, los peces que poseen vejiga natatoria
pueden soportar los componentes pesados de su cuerpo (Hart y Reynolds, 2002).

El nivel de rendimiento de natacién en los peces es definido tradicionalmente
en términos de la duracion e intensidad del ejercicio (Beamish, 1978). El nado se
clasifica en tres categorias, sostenido, prolongado y de estallido. De manera
general, los peces pueden desarrollar los tres tipos de nado dependiendo de la
situacion en la que se encuentren; por ejemplo, migraciones y procesos de
alimentacioén o escape (Brett, 1964; Beamish, 1978; Hammer, 1995; Plaut, 2001).



El metabolismo aerdbico puede sustentar el ejercicio sostenido con bajas
velocidades de nado mantenidas por largos periodos de tiempo (tipicamente
mayores de 200 minutos) sin resultar en fatiga muscular (Beamish, 1978). El
ejercicio prolongado entre 2 y 200 minutos, dependiendo de la velocidad de nado,
puede terminar en agotamiento. La actividad intensa de estallido depende casi
exclusivamente del metabolismo anaerdbico y dura cortos periodos de tiempo,
tipicamente menos de 20 s; este tipo de ejercicio comunmente resulta en una
reduccion significativa del suministro de energia intracelular y en una acumulacién
de productos de desecho (Kieffer, 2000).

Para los vertebrados en general, el musculo esquelético representa una
porcién significativa de la masa corporal del organismo. Como fenotipo, el musculo
mantiene su plasticidad a través de la vida de un organismo y puede ser
remodelado en respuesta a sefales de desarrollo, energéticas vy
medioambientales (Le Moine et al., 2010).

A diferencia de las fibras musculares de mamiferos que son altamente
heterogéneas, el musculo esquelético en peces esta compuesto por dos tipos de
fibras musculares separadas anatémicamente, roja (tipo | u oxidativa) y blanca
(tipo Il u glucolitica) (Le Moine et al., 2010). La mayoria de estas fibras musculares
en peces estan formadas por musculo blanco. De manera general, el musculo rojo
en peces se ubica en una zona superficial de fibras situadas bajo la linea lateral y
sobre la superficie del tronco del pez (Johnston, 1980; Altringham y Ellerby, 1990).

Los tipos de fibras musculares difieren en su velocidad de contraccion,
metabolismo energético y reclutamiento a diferentes velocidades de nado. Las
fibras musculares rojas son las de contraccion mas lenta, su principal fuente de
energia son los lipidos por lo que poseen enzimas involucradas en la lipdlisis
durante el metabolismo aerdbico. Las fibras musculares rojas son usadas en el
nado de resistencia y en el nado sostenido de baja velocidad. Por otro lado, en las
fibras musculares blancas la velocidad de contraccion es alta y la energia es, en
su mayoria, derivada de glucdlisis anaerdbica. EI musculo blanco esta activo en

altas velocidades de nado o en ciertos eventos, como el de escape (Johnston,



1980; Altringham y Ellerby, 1990; Gibb y Dickson, 2002). En la tabla | se pueden
observar las caracteristicas fisioldgicas principales de los tipos de musculatura en
peces.

Tabla I. Clasificacion de las fibras musculares en peces con base en el color y sus
caracteristicas fisioldgicas. Las descripciones estan basadas en el elasmobranquio
(Scyliorhinus canicula) y en el teledsteo (Cyprinus carpio).

CLASIFICCION POR COLOR CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS
Elasmobranquio®
Musculo rojo externo De lenta contraccion, altamente aerodbico. Las fibras rojas
externas se distinguen histoquimicamente por su mayor
Musculo rojo interno actividad de succinil deshidrogenasa y menor actividad de

ATPasa miofibrilar.
Contraccion rapida, capacidad aerébica intermedia y

Musculo blanco externo : o
capacidad glucolitica altamente desarrollada.

Musculo blanco interno Contraccion rapida glucolitica, baja capacidad aerdébica.
Teledsteo®
Rojo Lento, altamente aerdbico.
Contraccion rapida, altas capacidades aerébica y
Rosa o
glucolitica.

Contraccion rapida glucolitica, baja e intermedia

Blanco : o ST .
capacidad aerdbica. Con multiple inervacion.

?Datos de Bone y Chubb, 1978
®Datos de Johnston et al., 1974, 1977

Dependiendo de las caracteristicas de natacion, los peces se han clasificado
como velocistas, nadadores furtivos, nadadores de fondo y de baja actividad, que
permanecen en un lugar. Los velocistas se caracterizan por una carencia casi total
de fibras rojas (Boddeke et al., 1959). El musculo rojo esta activo a todas las
velocidades de nado en los teledsteos y el musculo blanco participa a velocidades
intermedias de natacién y puede ser activado a altos rangos de velocidad de
crucero (Hudson, 1973).

Los requerimientos de energia para aumentar la potencia de nado dependen
del tamafo del cuerpo y la velocidad (Webb, 1975). Es decir, velocidades de
explosion requieren proporcionalmente, mas esfuerzo que el nado estable. En los
grupos de peces mas antiguos (como los elasmobranquios) los diferentes

requerimientos energéticos del nado estable y explosivo dan lugar a una division



anatomica completa y funcional entre los sistemas motores rapidos y lentos (Bone,
1964; 1970). Asi, en el cazén (Scyliorhinus canicula) el nado sostenido es
desarrollado totalmente por una delgada lamina muscular de fibras rojas activas;
en contraste, el volumen de musculatura, compuesto por fibras blancas activas,
esta reservado para el nado explosivo (Bone, 1966). En el cazén, el musculo rojo y
blanco tienen un patrén de inervacion focal (estimulacién de una neurona a una
sola célula) e inervacion multiple o multifocal (estimulacién de una neurona a 2 o
mas fibras musculares), y propiedades electrofisiolégicas similares a otros
vertebrados (Bone, 1964; Stanfield, 1972).

Rara vez se ha pensado en el musculo esquelético como uno de los primeros
blancos de estrés oxidativo, el cual es una alteracion en el equilibrio entre la
produccion de prooxidantes y las defensas antioxidantes (Sies, 1991). Sin
embargo, el musculo parece ser el unico tejido capaz de soportar muchos tipos de
presion o influencias del entorno (Clanton et al., 1999). Una de las condiciones en
las que podria esperarse un incremento del dafo oxidativo, dada la gran demanda
energética y consumo de oxigeno, es el ejercicio (Konigsberg, 2008).

Durante el ejercicio intenso, el musculo esta expuesto a diferentes niveles de
cambios mecanicos y metabdlicos que podrian dafiar o matar a otras células. Por
ejemplo, ningun otro tejido del cuerpo se somete a un cambio drastico en la
concentracion de oxigeno (O) en el metabolismo durante una actividad normal.
El flujo de O, a través de la mitocondria puede incrementar 100 veces cuando se
cambia del estado de reposo hasta el ejercicio maximo en fibras musculares
oxidativas altamente entrenadas (Clanton et al., 1999).

Si se asume que un porcentaje fijo de este O, es reducido en las membranas
de la mitocondria y del reticulo endoplasmico, entonces los musculos ejercitados
pueden ser potentes generadores de especies reactivas de oxigeno (ERO)
(Clanton et al., 1999), como el anién superoxido (O,")y perdxido de hidrogeno
(H202), como productos del metabolismo oxidativo (Wilhelm-Filho et al., 1993).

Dada la susceptibilidad de los peces al ataque por ERO, tal como sucede

con el resto de los organismos aerobicos, éstos han desarrollado defensas



antioxidantes; especialmente enzimas como superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), y enzimas dependientes de glutation (GSH); como glutation
peroxidasa (GPx) y glutatiéon reductasa (GR) (Konigsberg, 2008).

Junto con estas enzimas, existen también antioxidantes de bajo peso
molecular, como los carotenoides, vitaminas C y E, aminoacidos y péptidos como
el GSH (Martinez-Alvarez et al., 2005). Estas defensas antioxidantes, en accién
combinada, mantienen bajos los niveles intracelulares de O,y H,O,, conservando
asi una tasa relativamente baja de generacion del radical hidroxilo (HO"), el
producto quimico de la reaccion entre O,"y H,O,. EI HO™ es capaz de comenzar el
proceso de peroxidacion de lipidos que es potencialmente peligroso para los
tejidos de los peces ya que tienen un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados (Wilhelm-Filho et al., 1993).

Distintas circunstancias promueven las defensas antioxidantes en peces.
Factores intrinsecos propios del pez, como la edad, posicion filogenética y
comportamiento alimenticio, ademas de factores medio ambientales, como el tipo
de dieta suministrado, cambios de temperatura diarios o estacionales, O, disuelto,
toxinas presentes en el agua, patologias o parasitos pueden fortalecer o debilitar
las defensas antioxidantes (Trenzado et al., 2006).

De manera general, las enzimas antioxidantes pueden estar correlacionadas
con la posicién filogenética, observando que la biota ancestral presenta menor
actividad de dichas enzimas (Martinez-Alvarez et al., 2005). De acuerdo con
Rudneva (1997), hay una escasa actividad de CAT y una baja actividad de SOD
en eritrocitos de Squalus acanthias, un elasmobranquio primitivo del Mar Negro,
sugiriendo que este pez tiene un sistema antioxidante simple. Los altos niveles de
urea, glutation y vitamina K encontrados en este elasmobranquio pueden
compensar el limitado sistema antioxidante enzimatico (Rudneva, 1997). Otros
estudios comparativos han demostrado que las actividades de CAT, SOD y GPx
en peces son menores que en mamiferos y aves (lzokun-Etiobhio et al., 1990;
Pérez-Campo et al., 1993; Rocha-e-Silva et al., 2004). Parece que, a través del

proceso evolutivo, los antioxidantes de bajo peso molecular (no enzimaticos)



aparecieron mas temprano que los antioxidantes enzimaticos, jugando un papel
crucial contra el estrés oxidativo en las formas de vida mas primitivas. Esta teoria
se relaciona con el hecho de que altos niveles de antioxidantes no enzimaticos
han sido detectados en invertebrados marinos y peces (Mezes, 1986; Kossmann,
1988).

2. ANTECEDENTES

La actividad de enzimas antioxidantes en sangre, higado, corazén y musculo rojo
parece estar correlacionada con la actividad natatoria y metabdlica de los peces
(Wilhelm-Filho et al.,, 1993). Comparando estas observaciones con
elasmobranquios (rayas y tiburones), se ha encontrado que el higado muestra la
mayor actividad de SOD y CAT en varias especies examinadas (Wilhelm-Filho y
Boveris, 1993), siendo los tiburones los que exhiben mayor actividad de enzimas
que las rayas. El contenido o actividad de enzimas antioxidantes en
elasmobranquios es menor que en teledGsteos y parece seguir el consumo
metabdlico total de oxigeno o el nivel de actividad de cada pez de acuerdo a su
grupo taxonémico (Wilhelm-Filho y Boveris, 1993).

La peroxidacién de lipidos en higado muestra valores muy altos, de
aproximadamente un orden de magnitud mayor, cuando se compara con
mamiferos (Wilhelm-Filho y Boveris, 1993). Recientemente, Rudneva et al. (2014)
mencionan la importancia de realizar estudios sobre la fisiologia de
elasmobranquios para entender diferentes procesos evolutivos y mecanismos de
adaptacion en estos organismos; realizdé un analisis de la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD, CAT, peroxidasa (PER) y GR en especies como Squalus
acanthias, Raja clavata y Dasyatis pastinaca encontrando que hay diferencias
interespecificas en las actividades enzimaticas relacionadas con la biologia y
ecologia de la especie, observando mayor actividad de las enzimas en higado de
las rayas (bentdnicas) en comparacion con el tiburdn (bentdnico/pelagico); lo que



fue relacionado con la exposicion a contaminantes (elementos traza) y a
condiciones de hipoxia de los habitats bentonicos en el Mar Negro.

Por otra parte, el musculo esquelético puede generar ERO durante su
contraccion intensa; la cuestion es cuando este fendmeno representa una
respuesta fisioldgica y cuando puede llegar a ser una patologia. El tratamiento con
antioxidantes exdgenos sugiere que el estado redox basal durante el ejercicio es
influenciado por la continua funcién contractil, tanto en reposo como durante
ejercicio intenso (Clanton et al., 1999).

Algunas condiciones asociadas con el ejercicio intenso, como hipoxia local o
elevadas temperaturas en el musculo pueden contribuir también a la produccion
de ERO. La evidencia de que el musculo adaptado al ejercicio resulta en un
aumento de las defensas antioxidantes, también sugiere una relacién entre las
ERO vy la contracciéon muscular (Clanton et al., 1999). Ciertas condiciones, como
un inadecuado aporte de antioxidantes nutrimentales, el desarrollo de actividad
fisica extenuante y/o desordenes genéticos, pueden llevar a un desbalance entre
las defensas antioxidantes y la produccién de oxidantes, lo que podria llevar a una
condicion de estrés oxidativo (Kuang, 1991).

En una mezcla de musculo rojo y blanco de adultos de pez cebra (Danio
rerio) que han estado en entrenamiento de natacién durante cuatro semanas
incrementa la expresion de enzimas mitocondriales, como la citrato sintasa (CS)
(LeMoine et al., 2010). Cuando el ensayo se hace para los tejidos musculares por
separado, la actividad de CS aumenta al doble en el musculo blanco, a partir de la
primera semana de entrenamiento permaneciendo elevada hasta las 8 semanas
de entrenamiento, lo que sugiere un incremento en la capacidad oxidativa en este
tipo de fibra (LeMoine et al., 2010). En contraste, la expresion del inductor de
biogénesis mitocondrial (generacién de nuevas mitocondrias) se incrementa en los
dos tipos de musculo s6lo después de una semana de entrenamiento (LeMoine et
al., 2010). En ambos musculos un golpe de ejercicio induce rapidamente la
expresion del gen de biogénesis mitocondrial y su decaimiento (24 h) e incrementa

la expresion de CS después del ejercicio. Estos resultados sugieren una compleja



respuesta molecular adaptativa temporal y espacial al ejercicio en musculo
esquelético del pez cebra (LeMoine et al., 2010).

El musculo esquelético es el segundo tejido mas plastico del cuerpo; tanto la
actividad como la inactividad fisica contribuyen a modificar el musculo esquelético
por medio de la sefalizacion a través de impulsos nerviosos y estimulos
mecanicos y humorales (Marini y Veicsteinas, 2010). A su vez, el musculo
esquelético envia sefales al resto del cuerpo, contribuyendo asi con el
mantenimiento de la homeostasis (Marini y Veicsteinas, 2010).

En tiburones se tenia la hipotesis de que las especies que realizan ejercicio
vigoroso, como el tiburon mako (Isurus oxyrinchus) y el tiburén sedoso
(Carcharhinus falciformis), tienen una mayor produccion de ERO vy, en
consecuencia, mayor actividad de enzimas antioxidantes en musculo, en
comparacion con especies de menor actividad de nado, como el tiburén martillo
(Sphyrna zygaena) (Lépez-Cruz et al., 2010). Existe una mayor produccién de O,
y mayor actividad de glutation peroxidasa (GPx) y glutation-S-transferasa (GST)
en las especies mas activas (Lépez-Cruz et al., 2010). Estos resultados sugieren
que la actividad de las enzimas antioxidantes basta para equilibrar la produccién
de ERO y mantener mas bajos los niveles de peroxidacion de lipidos (TBARS) en
tiburén mako, contribuyendo a su capacidad de mantener una elevada actividad
muscular (Lépez-Cruz et al., 2010).

El nado es un aspecto muy importante para la mayoria de los teledsteos en
su historia de vida. Los peces teledsteos muestran una gran variedad de
estrategias locomotoras que se pueden ver reflejadas en sus habilidades para la
reproduccion o en fendmenos como la migracion. En general, el nado esta
relacionado con diferentes procesos bioldgicos en el organismo, como son
desarrollo temprano, crecimiento somatico, crecimiento gonadal y maduracion
(Palstra y Planas, 2011). El ejercicio sostenido puede resultar en mayores tasas
de crecimiento, mayor masa muscular esquelética e incremento de |la

supervivencia. El ejercicio podria representar una forma natural, no invasiva y
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economica de mejorar el crecimiento, la calidad de la carne y el bienestar de los

peces que son cultivados para consumo (Palstra y Planas, 2011).

3. JUSTIFICACION

Se ha sugerido que existen diferencias entre elasmobranquios (peces
cartilaginosos) y teledsteos (peces 0Oseos) en la respuesta fisiologica que
presentan ante diferentes factores relacionados directamente con su modo de
vida, como es la actividad fisica o ejercicio. Se ha sugerido también que esta
respuesta depende principalmente de las adaptaciones evolutivas de cada grupo
de peces respecto a su posicion filogenética, el origen de sus sistemas
antioxidantes, de la alimentacién y el habitat en que se desarrollan las diferentes
especies de peces (Wilhelm-Filho et al., 1993; Wilhelm-Filho y Boveris, 1993;
Rudneva, 1997; Lopez-Cruz et al., 2010).

Los peces nadan para satisfacer sus necesidades basicas de migracion,
alimentacion, escape y reproduccion entre otras, por lo que la actividad fisica es
indispensable en su desarrollo y durante todo su ciclo de vida (Palstra y Planas,
2011). Los ajustes que presentan en la intensidad de su actividad fisica estan de
acuerdo con las caracteristicas fisicas, metabdlicas vy fisiolégicas propias de cada
especie. Por lo tanto, los peces, particularmente aquellos con flotabilidad
dinamica, pueden ser considerados como atletas natos dado el hecho de que el
éxito en su supervivencia depende directamente de la capacidad de movilidad que
tengan (Kieffer, 2010). Ademas, el ejercicio puede producir cambios fisiologicos
importantes en los peces, dependiendo de la intensidad de su actividad fisica y de
las defensas antioxidantes que posean estos organismos, ocasionando un
incremento en la formacion de radicales libres. Ello puede originar un desequilibrio
entre las defensas antioxidantes y la produccion de moléculas prooxidantes, lo que
puede llegar a originar dafio oxidativo en musculo y otros tejidos (Clanton et al.,
1999).
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Las especies de estudio de este trabajo, tiburones mako, azul y mamon, asi
como el marlin rayado, dorado y la totoaba como representantes de los peces
0seos, abarcan diferentes niveles en la cadena tréfica. Ademas, todas ellas son
especies de importancia comercial para el hombre debido a su aprovechamiento
en diferentes ambitos econdmicos, en algunos casos protegidas por su
vulnerabilidad a la sobrepesca. Sin embargo, la informacidén que se tiene acerca
de la fisiologia de estas especies es poca o nula. Por todo lo anterior, es
importante el conocimiento y descripciéon de diferentes indicadores de estrés
oxidativo, incluyendo la produccion de moléculas prooxidantes, el sistema de
defensa antioxidante y el dafio oxidativo, en ambos grupos de peces usando como
referencia especies con diferente capacidad de nado, la cual esta estrechamente

relacionada con su forma de vida.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar posibles diferencias en la produccion de ERO (O;"), el sistema
antioxidante enzimatico (SOD, CAT, GPx, GR y GST) y no enzimatico (vitaminas
C y E) y el daio oxidativo (peroxidacion de lipidos, carbonilos proteicos y dano a
ADN), entre elasmobranquios y teledsteos, considerando las diferencias en su

actividad fisica de acuerdo a sus caracteristicas de nado.

4.2 Objetivos particulares

-Determinar si existen diferencias en los indicadores de estrés oxidativo
(produccion de ERO, sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico, dafio
oxidativo) a nivel de grupo, elasmobranquios vs. teledsteos.

-Determinar si existen diferencias en los indicadores de estrés oxidativo

(produccion de ERO, sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico, dafio
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oxidativo) entre especies de cada grupo, elasmobranquios y teledsteos con
diferentes caracteristicas de nado.

-Determinar si existen diferencias en los indicadores de estrés oxidativo
(produccion de ERO, sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico, dafio
oxidativo) entre pares de especies de los diferentes grupos, elasmobranquio y

teledsteo con caracteristicas similares de nado.

5. HIPOTESIS

-Considerando que las defensas antioxidantes enzimaticas parecen tener
una menor contribucion a la capacidad antioxidante en los peces ancestrales, se
espera encontrar mayores niveles de antioxidantes no enzimaticos en
elasmobranquios y mayor actividad de enzimas antioxidantes en teledsteos.

-Con base en la actividad fisica de las diferentes especies de peces en cada
uno de los grupos, se espera encontrar mayor producciéon de ERO y mayor
capacidad antioxidante en aquellas mas activas.

-Debido a la adaptacion de los sistemas antioxidantes en especies con
diferente actividad fisica no se espera encontrar diferencias en los indicadores de

dafo oxidativo entre especies.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio

Se colectaron muestras de diferentes localidades de la costa occidental de Baja
California Sur; Isla Magdalena, San Lazaro, Punta Lobos y Cabo San Lucas. En el

Golfo de California en Ensenada de Muertos, El Sargento y el Alto Golfo en la

bahia de San Luis Gonzaga (Fig. 1).
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Figura 1. Areas de muestreo en el Pacifico Oriental y Golfo de California. (A) San Lazaro,
(B) Punta Lobos, (C) Cabo San Lucas, (D) Ensenada de Muertos, (E) El Sargento, (F)
bahia de San Luis Gonzaga (Alto Golfo de California). Tomado de www.nasa.gov

El pacifico oriental presenta la corriente de California que se caracteriza por
su baja temperatura y salinidad aumentando de temperatura conforme avanza
hacia el sur. La intensidad o debilitamiento de la corriente depende de la variacion
de los vientos, en invierno estos provienen del norte, se debilitan y se invierten de
sur a norte y la corriente de California es débil; se registran grandes remolinos en
la parte sur en ésta época (Alvarez-Sanchez, 1977; Lluch-Belda et al., 2000).

En primavera y otofio los vientos son del norte y la corriente alcanza su
mayor extension; en verano siguen una direccidn noreste y continuan siendo
fuertes, con la corriente mas intensa y la descarga maxima; en otofo la corriente
disminuye y se retrae con mayor numero de giros, éste patron modifica las

surgencias (Lluch-Belda et al., 2000).
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El régimen mareal es semidiurno; las amplitudes aumentan desde Ensenada
hasta Punta Abreojos, y de ahi disminuyen hacia Cabo San Lucas, con algunas
excepciones como Guerrero Negro y San Carlos, Bahia Magdalena (Lluch-Belda
et al., 2000). El contenido de oxigeno se ve influenciado por las bajas
temperaturas que propician concentraciones altas entre 5 y 6 mL L™ a nivel
superficial con disminucion de norte a sur (De la Lanza-Espino, 2001).
Verticalmente, a partir de los 200 o 300 m se detecta la capa andxica (0.25 mL L'1)
de grosor variable localmente a causa de cambios en la corriente de California y la
intromisién estacional de la corriente ecuatorial. En la zona de costa el oxigeno
disuelto esta influenciado por surgencias (donde ascienden aguas menos
oxigenadas), y por lagunas, estuarios, bahias y marismas que incrementan el
contenido del gas por una mayor produccidn primaria, con sus variaciones
temporales (De la Lanza-Espino, 2001).

El Golfo de California se caracteriza por tener una marea producida por la
cooscilacién con la marea del Océano Pacifico (Marinone y Lavin, 1997). El
comportamiento de la marea es variable y se pueden definir dos regiones, desde
la boca del golfo hasta la linea imaginaria que se forma entre Guaymas y Santa
Rosalia, la marea tiene un comportamiento mixto con predominancia del tipo
diurno; a partir de ese punto hasta el Alto Golfo de California es unicamente
semidiurna (Marinone y Lavin, 1997).

El choque de masas de agua entrantes del Océano Pacifico con las del
interior del golfo genera remolinos a diferentes latitudes, provocando separacion
de corrientes costeras. La circulacion en el golfo es anticiclonica en invierno con
flujo de entrada por la parte occidental (Peninsula de Baja California) y ciclonica
en verano con flujo de entrada por la parte oriental (parte continental) (Pegau et
al., 2002). El agua del norte del golfo fluye hacia el sur por la superficie debido a
su alta temperatura mezclandose con el agua del Pacifico que es agua fria y de
baja salinidad; lo que ocasiona una alta productividad del golfo (Alvarez-Borrego y
Lara-Lara, 1991).
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Existen bajas concentraciones de oxigeno a profundidades intermedias en el
centro-sur del Golfo de California y del Pacifico adyacente. En la mayor parte del
golfo las concentraciones de oxigeno son mayores a 1 mL L™ en los 100 m
superficiales, decreciendo por debajo de 0.5 mL L después de los 150 m golfo. A
profundidades de 500 a 1000 m las concentraciones de oxigeno llegan a ser

indetectables (Alvarez-Borrego y Lara-Lara, 1991).
6.2 Especies de estudio
6.2.1 Elasmobranquios

El tiburén mako (Isurus oxyrinchus) (Fig. 2) considerado como depredador tope, es
una especie activa y veloz, alcanza alrededor de los 60 km/h, son organismos
endotermos con distribucion circumtropical, aunque es mas abundantes en aguas
de 17°C. En la costa occidental de Baja California Sur alcanza una talla maxima
de 290 cm de longitud total (LT) y son los organismos juveniles (90-160 cm) los
mas abundantes. Habitan en la costa occidental y suroriental (area de crianza) de
Baja California donde hay alta productividad por afloramiento de plancton. Su
alimentaciéon consiste principalmente de cefalépodos, octépodo, crustaceo vy
peces; siendo los organismos juveniles los que presentan una alimentacion mas
variada que los adultos. Es una especie oceanica y costera, de fertilizacion
interna, es ovovivipara con una gestacion de 15 a 18 meses. Pueden alcanzar los
500 m de profundidad (Kohler et al., 2002; Velasco-Tarelo, 2005).

Figura 2. Tiburén mako (Isurus oxyrinchus). Tomado de Compagno (2002).
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El tiburén azul (Prionace glauca) (Fig. 3) es una especie que habita en aguas
frias preferentemente (7-16°C); en punta lobos, sitio de muestreo de este estudio
se le puede encontrar a una temperatura de 20-22°C, realizan migraciones
verticales de dia, de entre 300 y 600 m de profundidad; durante la noche estan
cerca de la superficie, en la termoclina. Es una especie vivipara placentaria, que
se alimenta principalmente de cefalépodos, peces, crustaceos, aves, macroalgas y
otros tiburones. Son organismos de habitos oceanicos y epipelagicos, que se
pueden encontrar en la franja litoral; sus habitos migratorios estan fuertemente
influenciados por la temperatura (migraciones estacionales latitudinales), se ha
reportado que pueden alcanzar una edad de 20 a 26 afios (Kohler et al., 2002;
Hernandez-Aguilar, 2008).

Figura 3. Tiburén azul (Prionace glauca). Tomado de Compagno (2002).

El tiburbn mamén (Mustelus henlei) (Fig. 4) es una especie de aguas
templadas y tropicales, preferentemente en los 18°C; se encuentra comunmente
en bahias cerradas y poco profundas de fondos arenosos y fangosos, su talla
promedio es de 50 a 70 cm y su longitud maxima es de hasta 95 cm. Es una
especie Vvivipara, placentaria; su alimentacidon consiste principalmente de

crustaceos, moluscos, restos de peces y materia organica indefinida (Silva-Santos,
2012; Rodriguez-Romero et al., 2013).
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Figura 4. Tiburén mamoén (Mustelus henlei). Tomado de Compagno (2002).
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6.2.2 Teledsteos

El marlin rayado (Kajikia audax) (Fig. 5) es un depredador pelagico de aguas
templadas y subtropicales; su alimentacion consiste principalmente de teledsteos,
cefalopodos (mas comun) y crustaceos. En la zona de los cabos son
depredadores oportunistas, con habitos generalistas. El comportamiento
alimenticio del marlin es definido por las condiciones oceanograficas de la boca
del Golfo de California; una de las zonas biolégicamente mas productivas de la
costa del Pacifico de México. La utilizacién de la columna de agua por el marlin es
influenciada por la saturacion de O, y la temperatura de la superficie. La punta de
la peninsula de Baja California ofrece una termoclina superficial (22-24 °C) y areas
de montes marinos donde hay grandes cantidades de zooplancton que sustentan
la alimentacion de los organismos consumidos por los depredadores tope. El area
de los cabos es una zona de migracién del marlin donde los organismos menores
a los 200 cm de longitud postorbital se alimentan principalmente de cardumenes y
almacenan energia para la reproduccion (Abitia-Cardenas et al., 2002; Sevilla-
Rodriguez, 2013).

Figura 5. Marlin rayado (Kajikia audax). Tomado de Fischer et al. (1995).

El dorado (Coriphaena hippurus) (Fig. 6) es una especie conocida por su
elevada tasa de crecimiento y metabolismo, habita en aguas con temperatura
alrededor de los 20°C. Poseen grandes y delgadas areas de superficie de
intercambio de gases en sus branquias permitiendo una gran capacidad de
difusion del oxigeno, lo que les permite sustentar sus elevadas tasas metabdlicas.
Se alimentan principalmente de cefalépodos, crustaceos y peces (Aguilar-
Palomino, 1993; Olson y Galvan-Magana, 2002; Tripp-Valdez, 2005).
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Figura 6. Dorado (Coriphaena hippurus). Tomado de Fischer et al. (1995).

La totoaba (Totoaba macdonaldi) (Fig. 7) es un consumidor secundario de
aguas costeras y fondos rocosos; altamente selectivo se alimenta principalmente
de peces de la familia Engraulidae y Atherinidae, también se alimenta de
crustaceos. Puede alcanzar tallas de hasta 2 m de longitud y pesar 100 kg. Es una
especie longeva, endémica del alto Golfo de California; desova en la boca del Rio
Colorado en primavera. Los juveniles se alimentan de invertebrados benténicos y
los adultos principalmente de pequefos peces pelagicos (Cisneros-Mata, 1997;
Lercari y Chavez, 2007; Rowell et al., 2008).

Figura 7. Totoaba (Totoaba macdonaldi). Tomado de Fischer et al. (1995).

6.3 Colecta de muestras

Se realizaron muestreos al azar en diferentes campamentos pesqueros (San
Lazaro, Punta Lobos), en muelles de pesca deportiva (Cabo San Lucas) y sitios de
colecta (Ensenada de Muertos, El Sargento, Bahia de San Luis Gonzaga) de abril
a diciembre de 2011.

Se tomaron muestras de aproximadamente 5 g de musculo de la parte
caudal de los organismos de cada especie. Se muestrearon tres especies de

peces elasmobranquios (Isurus oxyrinchus, Prionace glauca y Mustelus henlei) y
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tres de teledsteos (Kajikia audax, Coryphaena hippurus, Totoaba macdonaldi).
Una vez tomada la muestra, se etiquetd y se guard6 en frio hasta su
almacenamiento en el laboratorio en un ultracongelador a -80°C para su posterior
procesamiento y analisis. Los organismos fueron clasificados con base en su estilo
de vida (mayor o menor actividad fisica), considerando las velocidades de nado
que pueden alcanzar.

Entre los elasmobranquios, I. oxyrinchus es la especie mas activa, seguido
de P. glauca y M. henlei; mientras que entre los teledsteos, K. audax se considera
la especie mas activa, seguida de C. hippurus y T. macdonaldi (Cailliet y Goldman,
2004; Froese y Pauly, 2009). En la Tabla Il se pueden observar algunas de las

caracteristicas relevantes de las especies de estudio.

Tabla Il. Caracteristicas generales de las diferentes especies de estudio.

Madurez Longitud Velocidad Arte de
Total
Sexual Méxi de nado pesca
axima f
(cm) (cm) registrada (muestreos)
Elasmobranquios
. d4 200-215
I. oxyrinchus 0 275-290 >400 74-124 km/h Palangre
& 182-281
P. glauca 0 ~220 380 68 km/h Palangre
. J 52-66 .
M. henlei 0 51-63 95 Sin dato Palangre
Tele6steos
K. audax ~140 420 80 km/h Al currican
C. hippurus g :gg 210 56 km/h Anzuelo
) 3120 .
T. macdonaldi 0130 200 Sin dato Anzuelo

Datos recopilados de Cailliet y Goldman, 2004; Cisneros-Mata et al., 1995; Fischer et al.,
1995; Froese y Pauly, 2009.

6.4 Anélisis de muestras

6.4.1 Producciéon de ERO, determinacion de Radical Superéxido

La producciéon endégena de O," se cuantific6 mediante un método

fotocolorimétrico indirecto y discontinuo, siguiendo la reduccién de ferricitocromo C
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por el O," durante un intervalo de tiempo fijo (Markert et al., 1984; Drossos et al.,
1995). Se tomaron 100 mg de tejido humedo y se colocaron en solucion
amortiguadora de Krebs fosfato (0.11 M NaCl, 0.0047 M KCI, 0.012 M MgSOy,
0.012 M NaH;POy4, 0.025 M NaHCO,4 y 0.001 M glucosa). Se adicioné citocromo C
(15uM) a cada muestra y se incubo en un bano de agua a 37°C con agitacion por
15 minutos. Posteriormente, se retiraron las muestras del bafo y se les agrego N-
etilmaleimida (3mM) para detener la reduccién del citocromo C. Se centrifugd a
955.8 x g (3,000 rpm) a 4°C por 10 minutos. El sobrenadante fue transferido a una
celda y se midié su absorbancia en un espectrofotometro (Jenway 6505 UV/Vis,
Reino Unido) a 550nm (AAssp). Los blancos de cada muestra se realizaron
retirando el remanente del sobrenadante en los tubos y adicionando solucion
amortiguadora de Krebs, N-etilmaleimida y citocromo C, para posteriormente
incubar a 37°C, centrifugar a 955.8 x g (3,000 rpm) a 4°C durante 10 minutos y
medir la absorbancia del sobrenadante a 550 nm (AAssp. Los datos fueron

expresados en nmol O, por mg de proteina por minuto.

6.4.2 Antioxidantes enzimaticos

Para la determinacion de la actividad de las enzimas antioxidantes se pesaron 100
mg de tejido por muestra y se homogenizaron en frio en solucion amortiguadora
de fosfatos (50 mM, pH 7.5). Se centrifugaron a 2,124 x g (3,000 rpm) durante 10
minutos a 4°C, se recuperd el sobrenadante y procedié con los analisis

enzimaticos a una temperatura de 25 + 2°C en el laboratorio.

6.4.2.1 Superoxido Dismutasa

Para medir la actividad enzimatica de la superdxido dismutasa (SOD) se utilizé el
método propuesto por Suzuki (2000) generando O, de manera constante
mediante el sistema xantina/xantina oxidasa. El O," al entrar en contacto con el

nitroazul de tetrazolio (NBT) lo reduce, formando asi un compuesto llamado



21

formazan; un cambio en la absorbancia es detectado cuando la SOD inhibe la
reduccion del NBT. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima
necesaria para inhibir el 50% de la reaccion maxima de O," con el NBT. En una
celda de plastico se mezclaron solucién de trabajo (solucién amortiguadora sodio-
carbonato 50 mM, xantina 0.1 mM, NBT 0.025 mM, EDTA 0.1 mM), xantina
oxidasa (1 U mL™"; sulfato de amonio 2 M) y la muestra o solucién para
homogenizar en el caso del blanco. Se registrd el cambio en la absorbancia cada
30 segundos durante 5 minutos en un espectrofotdmetro (Beckman coulter DU
800) a 560 nm (AAsgp). La actividad enzimatica se expresd en unidades de SOD

por mg de proteina.
6.4.2.2 Catalasa

Se determind la actividad enzimatica de la catalasa (CAT) midiendo el decremento
en la concentracion de H,O, a 240 nm, segun la metodologia propuesta por Aebi
(1984). Las muestras se diluyeron con solucién amortiguadora de fosfatos (50 mM,
pH 7.5). Los reactivos se mantuvieron en un bano de agua a 25°C. La solucion de
trabajo se preparé en fresco utilizando H»O, (20 M) y solucion amortiguadora de
fosfatos (100 M). En una celda de cuarzo se mezcld solucion de trabajo con la
muestra y se registré el cambio en la absorbancia a 240 nm (AA4) cada 15
segundos durante 3 minutos en un espectrofotometro (Beckman Coulter DU 800)
a 240 nm. La actividad enzimatica se expresoé en unidades de CAT por mg de
proteina. Una unidad de catalasa se define como la cantidad de enzima necesaria

para reducir 1 umol de H,O, por minuto.
6.4.2.3 Glutation Peroxidasa
Para medir la actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) se utiliz6 el

método propuesto por Folhé y Ginzler (1984) midiendo el decremento del

dinucledtido de nicotinamida y adenina fosforilado reducido (NADPH) al mantener
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constantes los niveles de GSH. En una celda de cuarzo se mezclé solucién
amortiguadora de fosfatos (500 mM, pH 7.2), EDTA (50 mM), solucién de azida de
sodio (20 mM), glutatién reductasa (15 U mL™"), NADPH (1.5 mM), agua
desionizada fria, GSH (250 mM), la muestra, H,O, (10 mM) y se registrd el cambio
en la absorbancia cada 3 segundos durante 40 segundos en un espectrofotdmetro
(Jenway 6505 UV/Vis) a 340 nm (AAs4p). Los resultados se expresaron en U por
mg de proteina. Una unidad de GPx se define como la cantidad de enzima

necesaria para oxidar 1 ymol de GSH a glutatiéon oxidado (GSSG) por minuto.
6.4.2.4 Glutation Reductasa

La actividad catalitica de la enzima glutation reductasa (GR) se determind
midiendo el decremento en la absorbancia durante la oxidacion del NADPH
siguiendo la metodologia propuesta por Goldberg y Spooner (1987). Todas las
soluciones se mantuvieron en hielo a excepcion de la solucién amortiguadora de
fosfatos (500 mM, pH 7.2). En una celda de cuarzo se mezcld solucion
amortiguadora de fosfatos (500 mM, pH 7.2), EDTA (50 mM), NADPH (2mM),
agua desionizada, la muestra, GSSG (10 mM) y se registré el cambio en la
absorbancia durante 60 segundos en un espectrofotometro (Jenway 6505 UV/Vis)
a 340 nm (AAs40) . Los resultados se expresaron en unidades por mg de proteina.
Una unidad de GR se define como la cantidad de enzima necesaria para reducir 1
pmol de GSSG a GSH por minuto.

6.4.2.5 Glutation-S-Transferasa

La actividad de la GST se determind midiendo la aparicion del complejo tioéter
glutation dinitrobenceno a 340 nm, como producto de la unién del GSH con 1-cloro
2, 4-dinitrobenceno (CNDB) siguiendo la metodologia propuesta por Habig y
Jakoby (1981). En una celda de cuarzo se mezclé solucién amortiguadora de
fosfatos (0.1 M, pH 7.0), GSH (10 mM), EDTA (60 mM), CNDB (10 mM) y 10 pL de
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la muestra y se registré el cambio en la absorbancia cada 30 segundos durante 6
minutos en un espectrofotometro (Beckman Coulter DU 800) a 340 nm (AAsz40).
Los resultados se expresaron en unidades por mg de proteina. Una unidad de
GST se define como la cantidad de enzima que cataliza la conjugacién de 1 umol
de CNDB por minuto.

6.4.2.6 Determinacion de proteinas totales

Para estandarizar los datos se determind la cantidad de proteinas solubles
utilizando un kit comercial (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA., E.U.A.) adaptado
para microplaca, basandose en el método descrito por Bradfordd (1976). Se utilizé
el colorante azul de Coomassie® que, en respuesta a la concentracion de
proteinas, reacciona con los residuos de amino acidos basicos, especialmente
arginina, presentes en la muestra. Las muestras fueron diluidas 1:100 con solucion
amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM). Se preparé una curva
estandar con albumina sérica bovina (ASB) en un rango de concentraciones de
0.005 a 0.2 mg mL". En cada pozo de una microplaca se mezclaron agua
destilada, colorante de Bradford y la muestra o albumina en el caso de la curva
estandar. Se dej6 incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos y se tomo
lectura a una absorbancia de 590 nm (AAsg) en un analizador semiautomatico
(Microlab 300, Vital Scientific, Paises Bajos). Los resultados se expresaron en mg

de proteina por mL.

6.4.3 Antioxidantes no enzimaticos

6.4.3.1 Vitamina C

La vitamina C o acido L-ascorbico (AA) es una vitamina hidrosoluble antioxidante

que esta presente en la fase acuosa extracelular. Junto con el a-tocoferol protege

las membranas celulares contra la peroxidacién de lipidos. El método de



24

determinacién consiste en la extraccion del AA en condiciones que minimicen su
deterioro, utilizando una solucién de acido metafosférico y EDTA que protegen al
AA de la oxidacion por aire y luz (Carvajal et al., 1997; Ledezma-Gairard, 2004;
Agilent Tecnologies Company, 2001).

Se pesaron por triplicado 400 mg de muestra fresca en tubos eppendorf y se
homogenizaron inmediatamente con 1 mL de solucion de extraccion (acido
metafosférico 3% y EDTA, 1:1) en un homogenizador (Politron 3100). Durante
este proceso las muestras se mantuvieron en hielo. Posteriormente, se dejo
reposar la muestra durante 40-60 minutos a 4°C y se centrifugd durante 15
minutos a 4°C a 11,947.5 x g (15,000 rpm). Se recuperd el sobrenadante y se filtrd
a través de un filtro de membrana de nylon o acetato de celulosa con la ayuda de
una jeringa de 3 mL. Las muestras se mantuvieron en hielo hasta su analisis por
un tiempo no mayor a 24 hrs. Para el analisis, se inyectaron al HPLC
(cromatografia liquida de alta eficiencia) los estandares y las muestras, donde se
separa el analito de interés utilizando una columna BDS y un sistema de fases de
separacion por gradiente detectadas a 245 nm (AA.4s) (detector PDA) en un
tiempo de retencién de 6.7 minutos y un espectro de 243.8 nm (AAz435). Como
curva de calibracién se usé una solucién de vitamina C en dilucion seriada a partir
de una concentracion de 200 ng pL™". Con base en el area de cada pico y la curva

estandar se calculd la concentracion de vitamina C en cada muestra.
6.4.3.2 Vitamina E

Se pesaron por triplicado 400 mg de muestra fresca en frascos de vidrio, se
adicion6 sulfato de sodio anhidro e inmediatamente se homogenizaron con
hexano, etanol y agua destilada en un homogenizador (Politron 3100) por 1 min.
Posteriormente, se adiciono solucidon de BHT, se agitd la muestra y se centrifugo a
472 x g (2,000 rpm) a 10°C por 10 min. Después del centrifugado, se recuperé el
sobrenadante y se evaporé en un evaporador Labconco entre 35 y 45°C. El

precipitado fue sometido nuevamente a extraccion adicionando hexano. Se
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centrifugd y se recuperd el sobrenadante, el cual fue colocado en el tubo de
centrifuga junto con el primer extracto. La mezcla de extractos se coloco en el
evaporador de 30 a 40 min y se llevdé a 1 mL, posteriormente se evapor6 en su
totalidad con nitrégeno gaseoso. Al concentrado se le adicion6 etanol, pirogalol e
hidréxido de potasio. Se colocaron los tubos a 65°C por 25 min. Después de este
tiempo se sacaron y se enfriaron.

Una vez frios los tubos, se adicionaron a la mezcla BHT, hexano, agua
destilada y se agitaron al vortex. Después de recuperar la fase de hexano se
volvié a hacer un lavado del pellet con hexano, de nuevo se recupero la fase de
hexano y la mezcla de extractos fue filtrada a través de filtros de acetato de
celulosa de 0.45 pm y se colocaron los tubos en el evaporador Labconco de 20 a
30 min para posteriormente terminar de ser evaporados con nitrdgeno gaseoso.
Finalmente, el extracto lipidico fue diluido en 200 uL de acetonitrilo para su
analisis. Se pueden almacenar las muestras en viales ambar a -20°C por no mas
de 24 hrs. Para el analisis de las muestras se utilizé una columna hypersil BDS C8
empleando una fase moévil y un detector UV/Visible con una absorbancia de 290
nm (AAzg). Para el andlisis cromatografico se usé acetonitrilo:agua. Para realizar
la cuantificacion de la vitamina se empled una curva estandar de acetato DL-a-
tocoferol (1, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 ng pL™"). Con el area de los picos y la curva
estandar se calcul6 la concentracion de vitamina E en las muestras (Alava et al.,
1993).

6.4.4 Capacidad antioxidante total

Esta técnica se basa en la capacidad antioxidante de un extracto de tejido,
estimada a través de su capacidad para desactivar radicales libres; en este caso
se empled 2, 2 difenilpicril hidracilo (DPPH’) (Brand-Williams, et al. 1995) Se
prepard una mezcla de solventes para realizar la extraccién, acetona: metanol:
agua (5:3:2); se us6 1 mL de esta solucion por cada 100 mg de tejido. Las

muestras fueron homogenizadas en frio y protegidas de la luz, posteriormente se
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colocaron en agitacion por una hora y finalmente se obtuvo el sobrenadante
(extracto) sin restos de tejido. Se preparé el DPPH’ a una concentracion de 0.125
mM en metanol y una curva estandar de acido galico (0-50 pM). La reaccién se
llevd a cabo por triplicado en microplacas de 96 pozos adicionando 50 uL de la
muestra y la soluciéon de DPPH’. Como blanco se empled la solucion de DPPH" sin
extractos. La mezcla de la reaccion se mantuvo a temperatura ambiente por 30
minutos. Se midié la absorbancia de las muestras en un lector de microplaca a
530 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de reduccion a partir de la
reaccion entre el radical DPPH" y los compuestos antioxidantes del tejido

resultando en su forma reducida (DPPH-H).

6.4.5 Dano Oxidativo

6.4.5.1 Peroxidacion de lipidos

Se cuantificod la cantidad de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)
como un indicador de la peroxidacion de lipidos, siguiendo el método propuesto
por Okhawa (1979) y modificado por Persky (2000). Los hidroperoxidos vy
aldehidos lipidicos resultantes de la peroxidacion de lipidos reaccionan con el
acido tiobarbiturico (TBA) para formar malondialdehido (MDA), que es un
pigmento rosa cristalino con absorcion maxima a 532-535 nm (Persky et al., 2000).

Se tomaron 100 mg de tejido y se homogenizaron en frio en solucién para
homogenizar 50 mM (amortiguador de fosfatos, EDTA y agua desionizada). Se
tomaron 250 uL del homogenizado y se incubaron en un bafo de agua a 37°C con
agitacion durante 15 minutos, una vez transcurrido este tiempo se colocaron en un
bafio de hielo, se adiciono6 acido tricloroacético al 20% (en HCI 1M) y TBA al 1% .
Las muestras se colocaron en un bafo de agua con agitacion a 90°C durante 10
minutos y se centrifugaron a 955.8 x g (3,000 rpm) durante 15 minutos a 4°C. Se
desechd el precipitado y se tomé la lectura del sobrenadante. Se tomé lectura de

una curva estandar de 1-bis tetraetoxipropano (TEP) en paralelo con las muestras
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y se midié la absorbancia en un espectrofotdmetro (Beckman Coulter DU 800,
USA) calibrado a 560 nm (AAsgp). La concentracion de TBARS se calcul6 a partir
de la curva estandar y se expres6 en nmoles de TBARS por mg de proteina

soluble.

6.4.5.2 Carbonilos proteicos

Los derivados carbonilados de las proteinas se forman a partir de reacciones en
las que interactuan los aldehidos procedentes de la lipoperoxidacion o de la
oxidacion de carbohidratos con proteinas. La cuantificacion de estos carbonilos
proteicos se hizo derivandolos con 2,4-dinitrofenil hidrazina (DNPH),
precipitandolos con acido tricloroacético (TCA) y midiendo la absorbancia maxima
entre 340 y 410 nm (AAsz40410) (Levine et al., 1994; Stadtman y Levine, 2000). Se
tomaron 100 mg de tejido y se homogenizaron (1:20 peso:volumen) en &acido
sulfosalicilico al 5%. El volumen del homogenizado fue dividido en dos partes y
colocado en tubos ependorff etiquetados como muestra y blanco. Posteriormente,
se centrifugaron durante 5 minutos a 23,895 x g (15,000 rpm) a 4°C vy, finalmente,
se desecho el sobrenadante.

En la campana de extraccion, se adiciond a la muestra DNPH (10mM) y al
blanco acido clorhidrico (HCI, 2M), se agitaron en el vortex durante 40 segundos y
se incubaron una hora a temperatura ambiente agitando en el vortex durante 40
segundos cada 15 minutos. A cada tubo se adiciond acido tricloroacético (TCA,
20%) y se centrifugaron 5 minutos a 23,895 x g (15,000 rpm) a temperatura
ambiente; se desechod el sobrenadante y se lavo el precipitado con etanol:acetato
de etilo (1:1), se centrifugd una vez mas por 5 minutos a 23,895 x g (15,000 rpm) a
temperatura ambiente; se repitid tres veces este procedimiento de lavado v,
finalmente, se adicion6 a cada tubo clorato de guanidina, se agit6 en el vortex y se
incub6é en un bafno de agua a 37°C durante 15 minutos; se centrifugd por 5

minutos a 23,895 x g (15,000 rpm) a temperatura ambiente.
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Tanto para muestras como blancos, se colect6 el sobrenadante en celdas de
plastico. Se hizo un barrido en un espectrofotometro (Beckman Coulter DU 800)
entre 340 y 410 nm (AAz40-410) Y S€e registré la absorbancia maxima a la maxima
longitud de onda. Los resultados obtenidos se expresaron en pmoles de
carbonilos proteicos por gramo de tejido (Levine et al., 1994; Stadtman y Levine,
2000).

6.4.5.3 Dafo al ADN

Para el aislamiento de ADN, se usaron 300 mg de tejido suspendidos en 400 yL
de buffer de lisis (100 mM Na-Cl, 50 mM Tris HCI pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 1%
SDS) con 10 pL de proteinasa K (20 mg mL™), se colocaron en un bafio a una
temperatura de 65°C durante una noche; posterior a este tratamiento se sometié a
las muestras a molido mecanico con el uso de pistilos. Se agregaron 200 pL de
NaCl (6 M) a cada muestra y se agitaron vigorosamente, posteriormente se
incubaron en hielo durante 10 minutos y se centrifugaron a 8944 x g (10000 rpm),
se recupero el sobrenadante y se desecho el debris celular; se le dio tratamiento al
sobrenadante con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (v/v) para eliminar el exceso
de lipidos y proteinas, se agité y centrifugd por 5 minutos a 12879.36 x g (12000
rom); se recuperd la fase acuosa y se agregé alcohol absoluto frio (se agitd
lentamente para observar las hebras de ADN). Las muestras fueron incubadas a -
20°C por 30 minutos, posteriormente fueron centrifugadas por 10 minutos a
17530.24 x g (14000 rpm); se lavo el pellet de ADN con etanol (70%) y se
centrifugo por 10 minutos a 17530.24 x g (14000 rpm).

Se dejaron evaporar los restos de etanol en las muestras por 10 minutos
después de desechar el sobrenadante; se resuspendio el pellet en 30 yL de agua
grado molecular y se agregé RNAasa (1 pg pL™"), se colocaron los tubos con el
extracto de ADN en un bafio a una temperatura de 37°C durante 30 minutos. Se
determind la concentracion de ADN en un nanofotometro a una absorbancia de
260 nm.
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Una vez que se aislo el ADN de las muestras, se detectd y cuantifico el
compuesto 8-hydroxy-2’-deoxyguanosina (8-OHdG), que se forma ante la
exposicion a radicales libres y originado por daio oxidativo, por medio de un kit
comercial (Trevigen, Inc. Helgerman, Gaithersburg) para pruebas de ELISA (Wood
et al.,, 1990).

6.5 Analisis estadisticos

Se realizaron pruebas de normalidad, homocedasticidad y se evalué que no
existiera correlacion entre medias y varianza, dado que los datos obtenidos no
cumplian estos parametros se realizaron analisis estadisticos no paramétricos. Asi
mismo se realizé un analisis multivariado para el total de variables analizadas. Se
determind para cada una de las variables si existian diferencias entre grupos de
peces de acuerdo a las caracteristicas de nado y actividad fisica de cada una de
las especies estudiadas, por medio de pruebas de hipdtesis de Mann-Whitney
(Duran et al., 2003).

También se determiné si existian diferencias entre las especies de cada uno
de los grupos considerando sus caracteristicas de nado y actividad fisica por
medio de la prueba de Kruskal-Wallis (Duran et al., 2003). Finalmente, se realizé
un analisis de discriminantes para determinar los posibles agrupamientos entre las
especies y las variables que juegan el papel mas importante en la respuesta
antioxidante y dafo oxidativo (Duran et al., 2003). Para las variables donde se
encontraron concentraciones por debajo del limite de deteccidén establecido, se

empled el método de sustitucion simple de valores (Helsel, 1990).

7. RESULTADOS

Se colectaron muestras de musculo de la parte caudal de las seis especies

consideradas en este estudio (elasmobranquios; tiburon mako (I. oxyrinchus, N =

20), tiburén azul (P. glauca, N = 29) y tiburon mamén (M. henlei, N = 15), y para
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teledsteos; marlin rayado (K. audax, N = 30), dorado (C. hippurus, N = 27) y
totoaba (T. macdonaldi, N = 30)). Los datos biométricos de las especies

muestreadas se resumen en la tabla lll.

Tabla lll. Especies de estudio para cada grupo de peces, numero de organismos
colectados (N), proporcion de sexos por especie, talla (LT, longitud total (cm); Lm-f,
longitud maxilar-furcal (cm); nd, no determinado), lugar de colecta.

Grupo Especie N total, n por sexo, LT Lugar de colecta
N=20
Isurus oxyrinchus (122,74, 1nd) Punta Lobos, Sn. Lazaro
3 LT: 83-190 cm
g
5 N=29
5 Prionace glauca (17 2,10 &, 2 nd) Punta Lobos, Sn. Lazaro
2 LT: 114-267 cm
n
o N=15
Mustelus henlei (109,53) Punta Lobos
LT: 72-98 cm
N=30
Kajikia audax (99,204, 1nd) Cabo San Lucas
” L m-f: 161-221 cm
o
‘% Coriphaena hippurus (18 SEN;? 2 nd) Ensenada de Muertos, El
0.) b y
F_’ LT: 47-135 cm Sargento, Punta Lobos
Totoaba macdonaldi (14 ¢ N;)? 9 nd) Bahia de San Luis Gonzaga
LT',61-86, om (Alto Golfo de California)

7.1 Produccién de ERO, determinacion de radical superéxido

Los datos de la produccion endogena de O,” en musculo de las seis especies
muestreadas se presentan en la figura 8. La produccion de O,” fue mayor en el
grupo de teledsteos (p = 0.0001) en comparacion con los elasmobranquios. Dentro
de los elasmobranquios se observé mayor produccion de O," en M. henlei que en
I. oxyrinchus (p = 0.0001) y P. glauca (p = 0.0001). En teleésteos hubo menor
produccion de O, en T. macdonaldi que en K. audax (p = 0.0001) y C. hippurus (p

= 0.0001). Entre las especies de mayor actividad fisica, la produccién de O, fue
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mayor en el teledsteo K. audax (p = 0.0001) en comparacién con |. oxyrinchus, y
para las especies de actividad fisica intermedia, C. hippurus presentd mayor

produccion de O,” comparado con P. glauca (p = 0.0001).
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Figura 8. Produccion de radical superéxido (O, nmol min™ mg™ proteina) en musculo de
(A) elasmobranquios y (B) teledsteos. Los datos se presentan como medianas, percentiles
(25%-75%), valores minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces
(elasmobranquios vs. teledsteos); las letras minusculas indican diferencias entre especies
dentro de cada grupo; las letras mayusculas indican diferencias entre pares de especies
(elasmobranquio y teledsteo) con actividad fisica similar, p < 0.05.

7.2 Sistema antioxidante enzimatico

7.2.1 Actividad de superoxido dismutasa

Los datos de la actividad de SOD en musculo de las seis especies muestreadas
se resumen en la figura 9. No se encontraron diferencias significativas (p > 0.05)
en la actividad de SOD entre los dos grupos de peces (elasmobranquios vs.
teledsteos). En el grupo de elasmobranquios se observé mayor actividad de SOD

en P. glauca en comparacion con I. oxyrinchus (p = 0.03). En teledsteos, T.
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macdonaldi presentd menor actividad de esta enzima en comparacion con C.
hippurus (p = 0.003) y K. audax (p = 0.002). En las especies de mayor actividad
fisica, K. audax presentdé mayor actividad de SOD (p = 0.02) en comparacion con
I. oxyrinchus; en el caso de las especies de menor actividad fisica, se observo

mayor actividad de SOD en M. henlei (p = 0.01) que en T. macdonaldi.
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Figura 9. Actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD, U mg™' proteina) en
musculo de (A) elasmobranquios y (B) teledsteos. Los datos se presentan como mediana,
percentiles (25%-75%), valores minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces
(elasmobranquios vs. teledsteos); las letras minusculas indican diferencias entre especies
dentro de cada grupo; las letras mayusculas indican diferencias entre pares de especies
(elasmobranquio y teledsteo) con actividad fisica similar, p < 0.05.

7.2.2 Actividad de catalasa

Los datos de la actividad de CAT en musculo de las seis especies muestreadas se
presentan en la figura 10. La actividad de CAT estuvo por debajo del limite de
deteccién (0.5 U mg™ proteina) en el 80% de las muestras de I. oxyrinchus, 72%
de P. glauca, 67% de M. henlei, 34% de K. audax, 37% de C. hippurus y en 67%

de T. macdonaldi. Sin embargo, a nivel de grupo la actividad de esta enzima fue
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mayor en teledsteos (p = 0.0005) que en elasmobranquios. No se encontraron
diferencias (p > 0.05) entre las especies de elasmobranquios ni entre teledsteos.
En las especies de mayor actividad fisica, la actividad de CAT fue mayor en K.

audax (p = 0.0006) que en I. oxyrinchus.
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Figura 10. Actividad de la enzima catalasa (CAT, U mg™ proteina) en musculo de (A)
elasmobranquios y (B) teleésteos. Los datos se presentan como mediana, percentiles
(25%-75%), valores minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces
(elasmobranquios vs. teledsteos); las letras minusculas indican diferencias entre especies
dentro de cada grupo; las letras mayusculas indican diferencias entre pares de especies
(elasmobranquio y teledsteo) con actividad fisica similar, p < 0.05.

7.2.3 Actividad de glutatién peroxidasa

Los resultados de la actividad de GPX en musculo de las seis especies
muestreadas se resume en la figura 11. La actividad de GPx fue mayor en
elasmobranquios que en teledsteos (p = 0.0001). En elasmobranquios la actividad
de esta enzima fue mayor (p = 0.004) en P. glauca que en M. henlei. Dentro del
grupo de teledsteos C. hippurus presenté menor actividad de GPx en comparacion
con K. audax (p = 0.0001) y T. macdonaldi (p = 0.01). Para los organismos de
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actividad fisica intermedia P. glauca presentd6 mayor (p = 0.0001) actividad de

GPx en comparacion con C. hippurus.
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Figura 11. Actividad de la enzima glutatién peroxidasa (GPx, U mg™ proteina) en musculo
de (A) elasmobranquios y (B) teledsteos. Los datos se presentan como mediana,
percentiles (25%-75%), valores minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces
(elasmobranquios vs. teledsteos); las letras minusculas indican diferencias entre especies
dentro de cada grupo; las letras mayusculas indican diferencias entre pares de especies
(elasmobranquio y teledsteo) con actividad fisica similar, p < 0.05.

7.2.4 Actividad de glutation reductasa

Los datos de la actividad de GR en musculo de las seis especies muestreadas se
presentan en la figura 12. No se encontraron diferencias (p > 0.05) en la actividad
de esta enzima entre grupos de peces (elasmobranquios y teledsteos). En
elasmobranquios no se observaron diferencias (p > 0.05) entre especies; mientras
que en teledsteos la menor actividad de GR se observé en C. hippurus comparada
con K. audax (p = 0.02) y T. macdonaldi (p = 0.001). Entre pares de especies de
actividad fisica intermedia C. hippurus presenté menor (p = 0.0006) actividad de

GR que P. glauca.
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Figura 12. Actividad de la enzima glutatién reductasa (GR, U mg™ proteina) en musculo
de (A) elasmobranquios y (B) teledsteos. Los datos se presentan como mediana,
percentiles (25%-75%), valores minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces
(elasmobranquios vs. teledsteos); las letras minusculas indican diferencias entre especies
dentro de cada grupo; las letras mayusculas indican diferencias entre pares de especies
(elasmobranquio y teledsteo) con actividad fisica similar, p < 0.05.

7.2.5 Actividad de glutation S-transferasa

Los resultados de la actividad de GST en musculo de las seis especies
muestreadas se presentan en la figura 13. La actividad de GST fue menor (p =
0.006) en el grupo de teledsteos en comparacion con elasmobranquios. Entre
especies de elasmobranquios no se encontraron diferencias en la actividad de
esta enzima. En teledsteos, K. audax presentdé mayor actividad de GST que C.
hippurus (p = 0.0001) y T. macdonaldi (p = 0.0001). Entre las especies de mayor
actividad fisica K. audax present6 mayor (p = 0.03) actividad de esta enzima en
comparacion con |. oxyrinchus; en las especies de actividad fisica intermedia, fue

mayor en P. glauca (p = 0.0001) comparado con C. hippurus y, en las especies de
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menor actividad fisica, M. henlei presenté mayor (p = 0.01) actividad de GST que

T. macdonaldi.
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Figura 13. Actividad de la enzima glutation S-transferasa (GST, U mg™ proteina) en
musculo de (A) elasmobranquios y (B) teleésteos. Los datos se presentan como mediana,
percentiles (25%-75%), valores minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces
(elasmobranquios vs. teledsteos); las letras minusculas indican diferencias entre especies
dentro de cada grupo; las letras mayusculas indican diferencias entre pares de especies
(elasmobranquio y teledsteo) con actividad fisica similar, p < 0.05.

7.3 Sistema antioxidante no enzimatico

7.3.1 Vitamina C

Los datos de la concentracion de vitamina C en musculo de las seis especies

muestreadas se presentan en la figura 14. La concentracién de vitamina C fue

mayor en el grupo de elasmobranquios (p 0.001) en comparacién con
teledsteos. En elasmobranquios, P. glauca presenté mayores concentraciones de
vitamina C en comparacién con |. oxyrinchus (p = 0.001). En el caso de M. henlei,

solamente un organismo presentd concentraciones detectables de vitamina C
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(0.016 pg g™); en el resto de los organismos de la especie, estuvieron por debajo
del limite de deteccién (0.01 ug g™'). En teledsteos, la concentracion de vitamina C
en K. audax y T. macdonaldi estuvo por debajo del limite de deteccién (0.01 pg g
). Para las especies de actividad fisica intermedia, fue C. hippurus la que
presentd las mayores concentraciones de vitamina C (p = 0.0001) en

comparacioén con P. glauca.
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Figura 14. Concentracion de vitamina C (ug g™') en musculo de (A) elasmobranquios y (B)
teledsteos. Los datos se presentan como mediana, percentiles (25%-75%), valores
minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces (elasmobranquios vs. teledsteos);
las letras minusculas indican diferencias entre especies dentro de cada grupo; las letras
mayusculas indican diferencias entre pares de especies (elasmobranquio y teledsteo) con
actividad fisica similar, p < 0.05.

7.3.2 Vitamina E

Los datos de la concentracion de vitamina E en musculo de las seis especies
muestreadas se resumen en la figura 15. La concentracion de vitamina E fue
mayor en elasmobranquios en comparacién con los teleésteos (p = 0.03). Dentro

del grupo de elasmobranquios, M. henlei presentd menor concentracion de
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vitamina E que P. glauca (p = 0.001) e I. oxyrinchus (p = 0.01). En teledsteos, la
concentracion de vitamina E fue menor en T. macdonaldi en comparacion con C.
hippurus (p = 0.004). Entre pares de especies con actividad fisica similar no se

encontraron diferencias significativas (p > 0.05).
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Figura 15. Concentracion de vitamina E (ug g™') en musculo de (A) elasmobranquios y (B)
teledsteos. Los datos se presentan como mediana, percentiles (25%-75%), valores
minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces (elasmobranquios vs. teledsteos);
las letras minusculas indican diferencias entre especies dentro de cada grupo; las letras
mayusculas indican diferencias entre pares de especies (elasmobranquio y teledsteo) con
actividad fisica similar, p < 0.05.

7.4 Capacidad antioxidante total

Los resultados de la capacidad antioxidante total en musculo de las seis especies
muestreadas se presentan en la figura 16. El grupo de teledsteos presentdé mayor
capacidad antioxidante total en comparacion con los elasmobranquios (p =
0.0001). No se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) entre las especies
de elasmobranquios. Dentro del grupo de teledsteos K. audax presentd mayor
capacidad antioxidante respecto a C. hippurus (p = 0.002). Entre las especies de
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mayor actividad fisica, se observd mayor capacidad antioxidante en el teledsteo K.
audax en comparacién con el elasmobranquio I. oxyrinchus (p = 0.0001); para las
especies de menor actividad fisica, el teleésteo T. macdonladi presentd mayor

capacidad antioxidante que el elasmobranquio M. henlei (p = 0.0001).
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Figura 16. Capacidad antioxidante total (% reduccion) en musculo de (A) elasmobranquios
y (B) teledsteos. Los datos se presentan como mediana, percentiles (25%-75%), valores
minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces (elasmobranquios vs. teledsteos);
las letras minusculas indican diferencias entre especies dentro de cada grupo; las letras
mayusculas indican diferencias entre pares de especies (elasmobranquio y teleésteo) con
actividad fisica similar, p < 0.05.

7.5 Daio oxidativo
7.5.1 Peroxidacion de lipidos
Los niveles de TBARS, como indicador de dano oxidativo a lipidos, en musculo de

las seis especies muestreadas se presentan en la figura 17. Las concentraciones

mas elevadas de TBARS se observaron para el grupo de elasmobranquios (p =
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0.0001). En elasmobranquios, los niveles de TBARS en P. glauca fueron mayores
en comparacion con M. henlei (p = 0.001). En teledsteos, los niveles de TBARS en
K. audax fueron mayores que en T. macdonaldi (p = 0.0001). Entre pares de
especies, se observd mayor peroxidacion de lipidos en P. glauca en comparacion

con C. hippurus (p = 0.0001), ambas especies de actividad fisica intermedia.
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Figura 17. Peroxidacion de lipidos (TBARS, nmol mg™ proteina) en musculo de (A)
elasmobranquios y (B) teledsteos. Los datos se presentan como mediana, percentiles
(25%-75%), valores minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces
(elasmobranquios vs. teledsteos); las letras minusculas indican diferencias entre especies
dentro de cada grupo; las letras mayusculas indican diferencias entre pares de especies
(elasmobranquio y teledsteo) con actividad fisica similar, p < 0.05.

7.5.2 Carbonilos proteicos

Los datos de la concentracion de carbonilos proteicos, como indicador de dafio
oxidativo a proteinas, en musculo de las seis especies muestreadas se presentan
en la figura 18. No se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) en la
concentracion de carbonilos proteicos entre grupos de peces (elasmobranquios vs.

teledsteos). En elasmobranquios, P. glauca presentd menores concentraciones
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que |. oxyrinchus (p = 0.0001) y M. henlei (p = 0.0001). En teledsteos, no se
encontraron diferencias significativas en la concentracion de carbonilos proteicos
entre especies (p > 0.05). En las especies de mayor actividad fisica, se observo
que . oxyrinchus presenta mayor concentracion de carbonilos proteicos que K.
audax (p = 0.03); entre las especies de actividad fisica intermedia, C. hippurus
presentd mayores niveles de carbonilos proteicos que P. glauca (p = 0.0001), y
entre las especies de menor actividad fisica, la concentracién de carbonilos

proteicos fue mayor en M. henlei que en T. macdonaldi (p = 0.0001).
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Figura 18. Carbonilos proteicos (um g™ tejido) en musculo de (A) elasmobranquios y (B)
teledsteos. Los datos se presentan como mediana, percentiles (25%-75%), valores
minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces (elasmobranquios vs. teledsteos);
las letras minusculas indican diferencias entre especies dentro de cada grupo; las letras
mayusculas indican diferencias entre pares de especies (elasmobranquio y teledsteo) con
actividad fisica similar, p < 0.05.

7.5.3 Dano al ADN

Los datos registrados por la medicion de la concentracién de 8-OHdG, como

indicador de dafio oxidativo al ADN, en musculo de las seis especies muestreadas
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se presentan en la figura 19. Se encontré mayor concentracion de 8-OHdG en el
grupo de teledsteos que en elasmobranquios (p = 0.01). Entre las especies de
elasmobranquios, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de 8-
OHJdG entre especies (p > 0.05). En teledsteos, se observdo mayor concentracion
de 8-OHAG en C. hippurus que en T. macdnonaldi (p = 0.0001). En las especies
de mayor actividad fisica, se observd mayor concentracion de 8-OHdG en K.
audax en comparacién con |. oxyrinchus (p = 0.0001); para las especies de
actividad fisica intermedia, fue mayor en C. hippurus que en P. glauca (p = 0.009),
y entre las especies de menor actividad fisica no se observaron diferencias

significativas en la concentracién de 8-OHdG (p > 0.05).
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Figura 19. Concentracion de 8-OHdG (8-OHdG, ng mL™") en musculo de (A)
elasmobranquios y (B) teledsteos. Los datos se presentan como mediana, percentiles
(25%-75%), valores minimo y maximo. * Diferencias entre grupos de peces
(elasmobranquios vs. teledsteos); las letras minusculas indican diferencias entre especies
dentro de cada grupo; las letras mayusculas indican diferencias entre pares de especies
(elasmobranquio y teledsteo) con actividad fisica similar, p < 0.05.



43

7.6 Analisis discriminantes

7.6.1 Andlisis discriminantes entre grupos, elasmobranquios y teledsteos

En el analisis se incluyeron 11 variables de las cuales 10 resultaron ser
significativas (lambda de Wilks = 0.0107, F = 10.322, P < 0.0000). En la tabla IV se
presentan las raices canonicas (funciones discriminantes) y su significancia. En la
tabla V se muestran los coeficientes estandarizados para las variables canonicas,
su contribucion a la funcion discriminante (raiz) y los eigenvalores (raices) para
cada funcién. La primera raiz explica 55.12% de la varianza acumulada y la
variable que mas contribuye es la capacidad antioxidante total. La segunda raiz
explica el 78.61% vy las variables que mas contribuyen son la concentracién de
vitamina E, niveles de TBARS, de carbonilos proteicos y de 8-OHdG. La tercera
raiz explica el 89.87% vy las variables de mayor contribucion son la actividad de
SOD vy los carbonilos proteicos (esta ultima contribuye de manera importante en
las raices 2 y 3). La cuarta raiz explica el 97.5% y las variables de mayor
contribucion son la produccion de O™, la actividad de CAT vy la actividad de GST.
La quinta raiz explica el 100% de la varianza acumulada con la actividad de las
enzimas GPx y GR como variables de mayor contribucion.

En la figura 20 se observa que la primera funcion discriminante separa a los
elasmobranquios de los teledsteos, los valores de las especies de
elasmobranquios se observan a la izquierda del eje horizontal con medias
negativas (l. oxyrinchus = -0.63, P. glauca = -4.37, M. henlei = -0.16), mientras que
los valores de las especies de teleGsteos estan a la derecha del eje horizontal con
medias positivas (K. audax = 2.46, C. hippururus = 1.0, T. macdonaldi = 1.68). Asi
mismo, se observa que la segunda funcion discriminante continua separando a

ambos grupos de peces (elasmobranquios vs. teledsteos).
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Tabla IV. Pruebas de chi cuadrada con raices sucesivas eliminadas, para seis especies
de peces, elasmobranquios y teledsteos.

Raices eliminadas  Eigenvalor  Canonical R Wilks' lambda X2 d.f. P
0 5.326 0.917 0.010 360.361 55 0.000000
1 2.269 0.833 0.068 213.700 40 0.000000
2 1.088 0.721 0.222 119.514 27 0.000000
3 0.741 0.652 0.464 60.979 16 0.000000
4 0.236 0.437 0.808 16.881 7 0.018174

Tabla V. Coeficientes estandarizados de las variables canodnicas, para seis especies de
peces, elasmobranquios y teledsteos. Las variables de mayor contribucion en cada raiz

estan marcadas con asterisco.

Variable Raiz1 Raiz2 Raiz3 Raiz4 Raiz5

0,” 0.317 0479 0.364 -0.833* 0.230

SOD 0.279 0.253 0.557* 0.135 0.043

CAT -0.090 -0.013 0.105 0.237* -0.206

GPx -0.357 -0.078 -0.357 -0.214 0.479*

GR 0.195 -0.324 -0.200 -0.038 -0.718*

GST -0.377 -0.160 -0.027 -0.466* -0.224
Vitamina E -0.183 0.578* -0.385 0.191 0.165
Cap. antiox. total 0.801* 0.008 -0.528 0.066 0.231
TBARS -0.204 0.480* -0.434 -0.260 0.277
Carbonilos Proteicos 0.169 -0.742* 0.848* 0.073 0.202
8-OHdG -0.198 0.533* 0.110 0.478 -0.339
Eigenvalor 5326 2269 1.088 0.741 0.236
V.E. A 0.551 0.786 0.898 0.975 1.000

0O,", produccién de radical superéxido; SOD, actividad de superéxido dismutasa; CAT,
actividad de catalasa; GPx, actividad de glutatién peroxidasa; GR, actividad de glutation
reductasa; GST, actividad de glutation-S-transferasa; TBARS, niveles de sustancias

reactivas al acido tiobarbiturico como indicador de peroxidacion lipidica; 8-OHdG,

concentraciéon de 8-hidroxi-2’-deoxiguanisina como indicador de darno al ADN; V.E.A,,

varianza explicada acumulada.
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Figura 20. Diagrama de puntajes canonicos para pares de funciones discriminantes
(raices candnicas) en 6 especies de peces, elasmobranquios (delimitados con linea roja)
y teledsteos (delimitados con linea amarilla).
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7.6.2 Andlisis discriminantes en elasmobranquios

De las 11 variables incluidas en el analisis, 4 fueron significativas (lambda de
Wilks = 0.0471, F = 10.158, P < 0.0000). En la tabla VI se presentan las raices
candnicas y su significancia. En la tabla VIl se muestran los coeficientes
estandarizados para las variables candnicas, su contribucidon a la funcidn
discriminante y los eigenvalores para cada funcién. La primera raiz explica el
79.4% de la varianza acumulada y las variables que mas contribuyen son la
concentracion de TBARS y de carbonilos proteicos. La segunda raiz explica el
100% de la varianza acumulada y las variables que mas contribuyen son la

concentracion de vitamina E y la capacidad antioxidante total.

En la figura 21 se observa que la primera funcién discriminante separa a P.
glauca, ésta se ubica a la izquierda del eje horizontal con media negativa de -3.4,
mientras que las otras dos especies estan a la derecha del eje horizontal con
medias positivas (l. oxyrinchus = 1.20 y M. henlei = 2.36). La segunda funcion
discriminante separa principalmente a I. oxyrinchus con media positiva de 1.66 de
las otras dos especies de elasmobranquios, P. glauca con media negativa de -

0.33 y M. henlei con media negativa de -1.42.
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Tabla VI. Pruebas de chi cuadrada con raices sucesivas eliminadas para tres especies de
peces, elasmobranquios.

Raices eliminadas  Eigenvalor ~ Canonical R Wilks' lambda X2 d.f. P
0 6.728 0.933 0.047 109.948 22 0.000000
1 1.743 0.797 0.364 36.331 10 0.000074

Tabla VII. Coeficientes estandarizados de las variables candnicas para tres especies de
peces, elasmobranquios. Las variables de mayor contribucién en cada raiz estan
marcadas con asterisco.

Variable Raiz1 Raiz2

0, 0.109 0.015

SOD 0.125 -0.348

CAT 0.067 -0.435

GPx -0.173  0.309

GR 0.175 -0.264

GST -0.104 -0.115
Vitamina E -0.550 0.710*
Cap. antiox. total 0.368 0.913*
TBARS -0.733* 0.544
Carbonilos Proteicos 0.755* -0.100
8-OHdG -0.298 -0.513
Eigenvalor 6.728 1.743
V.E.A. 0.794 1.000

O,", produccién de radical superdxido; SOD, actividad de superéxido dismutasa; CAT,
actividad de catalasa; GPx, actividad de glutation peroxidasa; GR, actividad de glutation
reductasa; GST, actividad de glutation-S-transferasa; TBARS, niveles de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico como indicador de peroxidacion lipidica; 8-OHdG,
concentracion de 8-hidroxi-2’-deoxiguanisina como indicador de dafio al ADN; V.E.A,,
varianza explicada acumulada.
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Figura 21. Diagrama de puntajes canonicos para pares de funciones discriminantes

(raices candnicas) en 3 especies de peces elasmobranquios.
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7.6.3 Analisis discriminantes en teledsteos

Se consideraron 11 variables, de las cuales 3 fueron significativas (lambda de
Wilks = 0.0793, F = 7.415, P < 0.0000). En la tabla VIIl se presentan las raices
candnicas y su significancia. En la tabla IX se muestran los coeficientes
estandarizados para las variables candnicas, su contribucién a la funcion
discriminante y los eigenvalores para cada funciéon. La primera raiz explica el
57.4% de la varianza acumulada y las variables que mas contribuyen son la
produccion de O, y la actividad de SOD. Con la segunda raiz se explica el 100%
de la varianza acumulada y las variables que mas contribuyen son la actividad de
la GST y la concentracién de 8-OHdG.

En la figura 22 se observa que la primera funcion discriminante separa a T.
macdonaldi, esta especie se ubica a la derecha del eje horizontal con media
positiva de 2.33, mientras que las otras dos especies estan a la izquierda del eje
horizontal con medias negativas (K. audax = -1.37 y C. hippurus = -0.96). La
segunda funcion discriminante separa principalmente a K. audax con media

negativa de -1.63 y C. hippurus con media positiva de 1.84.
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Tabla VIII. Pruebas de chi cuadrada con raices sucesivas eliminadas para tres especies
de peces, teledsteos.

Raices eliminadas  Eigenvalor ~ Canonical R Wilks' lambda X2 d.f. P
0 2.951 0.864 0.079 93.738 22 0.000000
1 2.187 0.828 0.313 42.894 10 0.000005

Tabla IX. Coeficientes estandarizados de las variables candnicas para tres especies de
peces teledsteos. Las variables de mayor contribucién en cada raiz estan marcadas con

asterisco.
Variable Raiz1 Raiz2
0,” -1.105* -0.536
SOD -0.733* 0.064
CAT 0.437  0.39%4
GPx -0.287 -0.480
GR 0.374  -0.193
GST -0.160 -0.540*
Vitamina E -0.077  0.153
Cap. antiox. total 0.140 -0.297
TBARS -0.197  0.120
Carbonilos Proteicos  -0.030 -0.042
8-OHdG Dafio al ADN -0.267 0.524*
Eigenval 2.951 2.187
V.E.A. 0.574 1.000

O,", produccién de radical superdxido; SOD, actividad de superéxido dismutasa; CAT,
actividad de catalasa; GPx, actividad de glutation peroxidasa; GR, actividad de glutation
reductasa; GST, actividad de glutatiéon-S-transferasa; TBARS, niveles de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico como indicador de peroxidacion lipidica; 8-OHdG,
concentracion de 8-hidroxi-2’-deoxiguanisina como indicador de dafio al ADN; V.E.A,,
varianza explicada acumulada.
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Figura 22. Diagrama de puntajes canonicos para pares de funciones discriminantes

(raices candnicas) en 3 especies de teledsteos.
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7.6.4 Andlisis discriminantes por actividad de nado

En este analisis se incluyeron 11 variables, de las cuales 7 resultaron ser
significativas (lambda de Wilks = 0.2171, F = 7.917, P < 0.0000). En la tabla X se
presentan las raices canonicas y su significancia. En la tabla XI se muestran los
coeficientes estandarizados para las variables candnicas, su contribucion a la
funcién discriminante y los eigenvalores para cada funcién. La primera raiz explica
el 86.7% de la varianza acumulada y las variables que mas contribuyen son la
capacidad antioxidante total, los niveles de carbonilos proteicos y la concentracion
de 8-OHdG. La segunda raiz explica el 100% de la varianza acumulada y las
variables que mas contribuyen son la producciéon de O, y la actividad de GPx.

En la figura 23 se observa que la primera funcion discriminante separa a los
organismos de actividad fisica media a la derecha del eje horizontal con media
positiva de 2.11; mientras que de lado izquierdo se encuentran las especies de
actividad fisica alta con media negativa de -0.877 y los de actividad fisica baja con
media negativa de -1.280. La segunda funcién discriminante separa a las especies
de actividad fisica alta ubicadas en la parte superior del eje vertical con una media
positiva de 0.755 de aquellas especies de actividad fisica media con una media

negativa de -0.089 y de las de actividad fisica baja, con media negativa de -0.689.
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Tabla X. Pruebas de chi cuadrada con raices sucesivas eliminadas para pares de
especies con actividad fisica similar.

Raices eliminadas  Eigenvalor  Canonical R Wilks' lambda X2 d.f. P
0 2.380 0.839 0.217 123.702 22 0.000000
1 0.362 0.515 0.734 25.038 10 0.005272

Tabla XI. Coeficientes estandarizados de las variables canoénicas para pares de especies
con actividad fisica similar. Las variables de mayor contribuciéon en cada raiz estan
marcadas con asterisco.

Variable Raiz1 Raiz2

0, -0.016 1.036*

SOD 0.169 -0.037

CAT 0.107 -0.320

GPx 0.035 0.615*

GR -0.427 -0.563

GST -0.174 0.032
Vitamina E 0.596 0.157
Cap. antiox. total -0.601* 0.465
TBARS 0.393 0.502
Carbonilos Proteicos -0.682* -0.116
8-OHdG 0.725* -0.494
Eigenval 2.380 0.362
V.E.A. 0.867 1.000

0O,", produccién de radical superéxido; SOD, actividad de superéxido dismutasa; CAT,
actividad de catalasa; GPx, actividad de glutation peroxidasa; GR, actividad de glutatién
reductasa; GST, actividad de glutatiéon-S-transferasa; TBARS, niveles de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico como indicador de peroxidacion lipidica; 8-OHdG,
concentracion de 8-hidroxi-2’-deoxiguanisina como indicador de dafio al ADN; V.E.A.,
varianza explicada acumulada.




54

Raiz 2
| |
[ |
[ |
| |

= Actividad alta

3 . i \ . ; . . : . . = Actividad media
5 4 3 2 A 0 1 2 3 4 5 6 Actividad baja

Raiz 1

Figura 23. Diagrama de puntajes canonicos para pares de funciones discriminantes
(raices canonicas) entre pares de especies con actividad fisica similar.
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8. DISCUSION

8.1 Produccion de radical superéxido

Las células producen continuamente radicales libres y ERO en diversos procesos
como parte de su metabolismo basal. El ejercicio puede producir un desbalance
entre la produccién de ERO y los antioxidantes, lo que se conoce como estrés
oxidativo (Ji, 1999). La actividad fisica incrementa la generacion de ERO de
diversas formas en el musculo esquelético (Ji, 1999; Urso, 2003). Dos del 5% del
oxigeno usado en la mitocondria forma radicales libres (Urso, 2003). Una elevada
tasa metabdlica, como resultado del ejercicio, incrementa el consumo de oxigeno
en los musculos ejercitados y otros tejidos; este incremento puede llegar a ser de
hasta 100 veces en fibras musculares, resultando en un incremento proporcional
en la produccion de ERO (Storey, 1996; Ji, 1998, 1999; Urso, 2003).

La mayoria de los peces son termoconformadores y oxigenoconformadores,
por lo que su tasa metabdlica depende de la temperatura ambiental y de las
variaciones del oxigeno en el medio (Wilhelm-Filho, 2007). La sefalizacion por
ERO puede tener un efecto protector que incrementa las oportunidades de
supervivencia a los cambios en las concentraciones de oxigeno,
preacondicionando a los organismos a resistir cambios subsecuentes (Das y Das,
2008; Krivoruchko y Storey, 2010a). Por lo tanto, la generacion de ERO y el nivel
de las defensas antioxidantes es interdependiente en estas especies (Wilhelm-
Filho, 2007).

En el presente estudio, se observé la mayor producciéon de O, en el grupo
de teledsteos en comparacion con los elasmobranquios. Los elasmobranquios son
osmoconformadores y, en el ambiente marino, retienen altas concentraciones de
solutos, particularmente urea, para prevenir cambios osmoticos en los fluidos
corporales. La retencién de altas concentraciones de urea afecta a proteinas y la
estructura de membranas con un impacto adicional en el metabolismo de lipidos,

cuerpos ceténicos y aminoacidos (Ballantyne, 1997; Richards et al., 2003).
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Los elasmobranquios no son capaces de oxidar acidos grasos en tejidos
extrahepaticos como el musculo (Ballantyne, 1997). Ello es debido a la carencia
de actividad detectable de la enzima L-carnitina (Watson y Dickson, 2001) y, por lo
tanto, la inhabilidad de oxidar acidos grasos de cadena larga en las mitocondrias
(Moyes et al., 1992; Richards et al., 2003). Los elasmobranquios utilizan cuerpos
cetonicos como combustible lipidico (Zammit y Newsholme, 1979; Watson y
Dickson, 2001; Richards et al., 2003). La oxidacién de acidos grasos en el higado
produce cuerpos cetonicos que son liberados a la circulacion para su oxidacion en
musculo (Moyes et al., 1992). La oxidacién de cuerpos cetdnicos produce una
cantidad menor de radicales libres, en comparacién con la oxidacion de glucégeno
o creatina fosfato como sustratos para la sintesis de ATP durante la contraccién
muscular en ejercicio exhaustivo (Young et al., 2007; Maalouf et al., 2007; Paoli et
al., 2014). Ademas, se ha sugerido la importancia de los cuerpos ceténicos como

combustible aerdbico en especies de tiburones activas (Richards et al., 2003).

En el presente estudio, se consideraron como especies mas activas a
aquellas que, por las velocidades de nado que pueden alcanzar y por sus
caracteristicas especificas de vida (posicion en la cadena tréfica, medio en el que
habitan), pueden llegar a tener un mayor esfuerzo fisico (consumo de oxigeno,
gasto energético) en la natacion. Esto es, I. oxyrinchus y P. glauca entre los

elasmobranquios y K. audax y C. hippurus entre los teledsteos.

Entre las especies de elasmobranquios, se observd una mayor produccién
de O," en M. henlei en comparacién con I. oxyrinchus y P. glauca. Esta especie es
abundante en aguas templadas y tropicales, y se encuentra comunmente en
bahias poco profundas y cerradas, con fondos fangosos y arenosos (Rodriguez-
Romero, 2013), siendo la especie menos activa de las 3 evaluadas. Los peces que
toleran condiciones de anoxia o hipoxia sobreviven exitosamente en ambientes
con bajas concentraciones de oxigeno, aunque pueden sufrir dano cuando hay un

aumento de oxigeno; la cadena de transporte de electrones, que permanece
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reducida bajo condiciones de hipoxia puede producir elevados niveles de ERO
durante la reoxigenacion o aumento en el consumo de oxigeno, lo que puede

causar estrés oxidativo (Lushchak y Bagnyukova, 2006).

En el grupo de teledsteos, se observd una mayor produccion de O,™ en las
especies de mayor actividad fisica (K. audax y C. hippurus). K. audax es un
depredador oportunista, con habitos generalistas, teniendo preferencia por los
cardumenes (Abitia-Cardenas et al., 2002). Esta especie realiza migraciones para
su reproduccion, se considera a Los Cabos un sitio inicial en su ruta migratoria
para la obtencion y almacenamiento de energia para la reproduccion (Abitia-
Cardenas et al., 2002; Sippel et al., 2011; Abitia-Cardenas et al., 2012). Por lo
anterior, se presupone que esta especie es capaz de desarrollar una elevada
actividad fisica. C. hippurus es reconocida por su elevada tasa metabdlica,
sustentada en una gran capacidad de difusion del oxigeno a través de sus
branquias (Olson y Galvan-Magafa, 2002). No existen datos especificos sobre la
produccién de radicales libres, en particular de O", relacionada con el ejercicio
en las especies de teledsteos incluidas en el presente estudio. Sin embargo, los
datos obtenidos concuerdan con lo observado por Lopez-Cruz et al. (2010)
quienes  encontraron una mayor produccién de O," en |. oxyrinchus y
Carcharhinus falciformis (tiburon sedoso), elasmobranquios que son nadadores
activos, en comparaciéon con Sphyrna zygaena (tiburén martillo). Ademas, se ha
sugerido que hay un aumento en el consumo y en el flujo de oxigeno bajo
condiciones de ejercicio (Orhan et al., 2004). En el elasmobranquio Scyliorhinus
stellaris (alitan) se reportd un incremento en el consumo de oxigeno al pasar de un
estado de reposo (0.049 + 0.004 mmol min™ kg™ al ejercicio (nado) (0.086 + 0.005
mmol min” kg™) (Piiper, 1977).

En el presente estudio, se encontraron diferencias entre pares de especies
con mayor actividad fisica (I. oxyrinchus y K. audax) y entre las de actividad fisica

intermedia (P. glauca y C. hippurus). Los teledsteos (K. audax y C. hippurus)
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presentaron mayor produccion de O," que sus contrapartes elasmobranquios. Ello
puede estar relacionado con el tipo de sustrato que utilizan para la obtencién de
energia (Young et al., 2007; Maalouf et al., 2007; Paoli et al., 2014), como se

menciono anteriormente.
8.2 Sistema antioxidante enzimatico

Se ha reportado que, tanto el ejercicio agudo como el ejercicio regular, pueden
inducir la actividad de enzimas antioxidantes, como son superdxido dismutasa
dependiente de manganeso (Mn-SOD) y GPx, sin cambios tan marcados en la
actividad de CAT y superdxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (Cu, Zn-
SOD) (Ji 1995). Sin embargo, en el pez Fundulus heteroclitus (fundulo) no se
observaron diferencias en la actividad enzimatica de CAT y SOD después de
someterlo a ejercicio (Grim et al., 2010).

En el presente trabajo se encontr6 que, en general, la actividad de las
enzimas antioxidantes fue mayor en el grupo de elasmobranquios que en los
teledsteos. Se observan diferencias significativas entre grupos de peces
(elasmobranquios y teledsteos) en la actividad de CAT, GPx y GST. Rudneva
(1997) sugiere que los elasmobranquios, como grupo primitivo en comparacion
con los peces 0seos, presentan un sistema antioxidante sustentado principalmente
por elementos no enzimaticos. Las SOD son un grupo de metaloenzimas que
catalizan la dismutacion del O,” a H,O2 y O, y funcionan como primer linea de
defensa contra el estrés oxidativo (Finaud et al., 2006). Sin embargo, el H,O, en
presencia de metales de transicion reducidos, como el Fe?* (reaccién de Fenton),
puede a su vez ser convertido en radical hidroxilo ((OH), que es una especie
reactiva altamente dafiina (Fernandez et al., 2009).

En el presente estudio, no se observaron diferencias significativas en la
actividad de SOD a nivel de grupo cuando se compard la actividad entre
elasmobranquios y teledsteos. Sin embargo, se observd una tendencia a que las
especies de mayor actividad fisica, como P. glauca (elasmobranquio), K. audax y
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C. hippurus (teledsteos), presenten mayor actividad de SOD, lo que coincide con
lo reportado por Wilhelm-Filho y Boveris (1993) y Wilhelm- Filho et al. (1993)
quienes encontraron mayor actividad de SOD y CAT en elasmobranquios y
teledsteos mas activas. Lo anterior concuerda con la mayor produccién de O,” en
K. audax y C. hippurus.

Ansaldo et al. (2000) reportan en diferentes especies de peces 6seos del
Antartico promedios de la actividad de SOD (U mg™' proteina) para musculo de
Champsocephalus gunnari (draco rayado) (0.87), Chaenocephalus aceratus
(draco antartico) (1.02), Pseudochaenichthys georgianus (draco cocodrilo) (0.78),
Dissostichus eleginoides (austromerluza negra) (1.00) y Notothenia rossii (trama
jaspeada) (0.70). Las 6 especies (elasmobranquios y teledsteos) incluidas en el
presente estudio tienen mayor actividad de esta enzima, con el promedio mas alto
reportado para el tiburén Prionace glauca (36.7 U mg™' proteina) y el mas bajo
para Totoaba macdonaldi (16.8 U mg™ proteina).

La CAT se encarga de convertir el H,O, en agua y oxigeno, dentro de la
célula se encuentra en peroxisomas, citosol y mitocondria (Finaud, 2006;
Fernandez et al., 2009). En el presente estudio, sélo en K. audax y C. hippurus
(teledsteos mas activos) la actividad de esta enzima se encontré por arriba del
limite de deteccidon en mas del 50% de las muestras analizadas. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Ansaldo et al. (2000), donde la CAT presenta la
menor actividad en musculo de diferentes especies de peces. Una posible
explicacion para la actividad de CAT baja o indetectable en muchos de los
organismos analizados de todas las especies de este estudio es el fendmeno
conocido como acatalasemia (bajos o nulos niveles de CAT) que se menciona
como una caracteristica comun en teledsteos marinos y de agua dulce (Marcon y
Wilhem-Filho, 1999). Otra posible explicacién es que las concentraciones de H,O,
no son lo suficientemente altas como para inducir la actividad antioxidante de esta
enzima (Powers y Jackson, 2008).

La funcion principal de la GPx es remover el H,O, (transformandolo en agua

y oxigeno) de la célula, se encuentra en la mitocondria y en el citosol donde
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protege a lipidos, proteinas y acidos nucleicos del efecto de los radicales libres; a
diferencia de la CAT la GPx tiene una mayor afinidad por el H;O, (Urso y
Clarkson, 2003). En el presente estudio, la mayor actividad de GPx se encontr6 en
las especies mas activas, |. oxyrinchus, P. glauca (elasmobranquios) y K. audax
(teledsteo). Estos resultados sugieren que existe una produccion de H,O, menor a
la necesaria para inducir la actividad de CAT, pero la suficiente para promover la
actividad de GPx, principalmente entre los elasmobranquios. La actividad de la
GPx puede variar en el musculo de peces y en algunos casos se eleva después
del ejercicio (Ji 1995, 2008; Powers y Jackson 2008).

Las enzimas GR y GST quizd podrian ser consideradas como enzimas
secundarias debido a la funcién que tienen; sin embargo, son importantes también
dentro del sistema antioxidante enzimatico, ya que de forma indirecta participan en
la regulaciéon de moléculas oxidantes (Hegazi et al., 2010; Lushchak et al., 2006;
Rudneva et al., 2010).

La GR se encarga de la regeneracion del GSH a partir de GSSG (Halliwell y
Gutteridge, 2007). En el presente estudio, no se observaron diferencias entre
grupos (elasmobranquios vs. teledsteos) ni entre especies en la actividad de GR.
Por ello, se sugiere que la concentracion de GSH, su participacion como
antioxidante, tanto en forma libre como cofactor enzimatico, y su tasa de reciclado
es similar entre las especies de elasmobranquios (I. oxyrinchus, P. glauca y M.
henlei) y de teledsteos (K. audax, C. hippurus y T. macdonaldi) estudiadas. En C.
hippurus, se encontréo una tendencia en la actividad de GR a ser menor en
comparacion con el resto de las especies analizadas (elasmobranquios vy
teledsteos), y significativamente diferente a su par con actividad fisica intermedia
(P. glauca, elasmobranquio). Es posible que la concentracion de GSH en el
musculo de C. hippurus sea mayor y su tasa de reciclaje sea menor que en las

otras especies de teledsteos y elasmobranquios estudiadas.

La enzima GST tiene una funcion principal de detoxificacion de compuestos

xenobidticos, catalizando la conjugacion del GSH con metabolitos téxicos o
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contaminantes medioambientales (elementos traza, plaguicidas) (Egaas et al.,
1995; Rudneva et al., 2010). También se le atribuyen otras funciones como
marcador en el trasporte de membrana y proteccién de diferentes tejidos contra el
dafo oxidativo (Blanchette et al., 2007; Rudneva et al., 2010). La actividad de GST
puede utilizarse como indicador de la influencia de ambientes contaminados sobre
las especies de estudio (Blanchette et al.,, 2007). En el presente estudio, se
observé una mayor actividad de GST en las especies mas activas de ambos
grupos, |. oxyrinchus, P. glauca (elasmobranquios) y K. audax (teledsteo). Se
sugiere que, dada la gran capacidad de movimiento (alimentacion, migracion,
habitat) que tienen |. oxyrinchus, P. glauca y K. audax, es posible que

frecuentemente estén expuestos a contaminantes en el ambiente.

El ejercicio aerdbico o anaerdobico puede producir un incremento en la
actividad antioxidante enzimatica en musculo, plasma, higado y corazén, y se ha
sugerido que, debido a la gran capacidad oxidativa del musculo, este tejido
presenta una adaptacién enzimatica antioxidante especifica (Clanton, 1999;
Finaud et al., 2006; Lépez-Cruz et al., 2010). En general, en el presente estudio, la
mayor actividad antioxidante enzimatica se encontré en las especies de
elasmobranquios y de teledsteos con mayor actividad fisica (en cuanto a movilidad

y velocidad de nado).

Se ha sugerido que un aumento en el sistema antioxidante enzimatico podria
ser innecesario si otro tipo de antioxidantes (por ejemplo, vitaminas) cumplen con
esta funcién (Grim et al., 2010; Leveelahti et al., 2014). En el presente estudio, se
observé que, en general, los peces 0seos presentan menor actividad de las
enzimas antioxidantes que los elasmobranquios. Es posible que algunas de las
diferencias observadas en este estudio estén relacionadas con otro tipo de
antioxidantes no enzimaticos, como el contenido de vitaminas que sera analizado

a continuacion.
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8.3 Sistema antioxidante no enzimatico

Ademas del sistema de defensa antioxidante enddgeno, el consumo de
antioxidantes en la dieta ayuda a la proteccion contra diferentes procesos
oxidativos (Bhadra et al., 2004). Las vitaminas C y E funcionan como
antioxidantes, previniendo los efectos de las ERO formadas durante y después del
ejercicio (Evans, 2000). La vitamina E es un antioxidante obtenido exclusivamente
por su ingesta en la dieta de vertebrados e invertebrados, mientras que la vitamina
C puede ser sintetizada por algunas especies, incluyendo ciertos peces (Weber,
1995; Drouin et al., 2011).

Se ha sugerido que en los elasmobranquios el sistema antioxidante consiste
en su mayoria de moléculas no enzimaticas, mientras que los teledsteos tienen
mayor participacion de las enzimas antioxidantes (Wilhelm-Filho y Boveris, 1993;
Wilhelm-Filho et al., 1993; Lo6pez-Cruz et al.,, 2010). En este estudio, se
cuantificaron las concentraciones de vitaminas C y E en diferentes especies de
teledsteos y elasmobranquios, incluyendo depredadores tope (tiburén mako,
tiburén azul, marlin rayado y pez dorado) y consumidores secundarios (tiburén
mamon y totoaba), para los que existe poca o nula informacion disponible
relacionada con los sistemas antioxidantes, sobre todo con antioxidantes no
enzimaticos.

La vitamina C tipicamente se encuentra en altas concentraciones en
diferentes tejidos enddcrinos en comparacion con el higado, musculo, intestino y
piel (Moreau y Dabrowski, 1996; Verlhac y Gabaudan, 1997). En teledsteos, como
los salmonidos, las concentraciones mas altas de vitamina C se encuentran en la
parte anterior del rifidn (Moreau y Dabrowski, 1996), y en especies como jurel,
sardina, besugo y peces planos las concentracion de vitamina C es mayor en
higado (Bhadra et al., 2004) Este micronutriente se concentra principalmente en
organos vitales y se distribuye en ellos de acuerdo a su ingesta (Corredor y
Landines, 2009; Verlhac y Gabaudan, 1997). La vitamina C se almacena en

organos con metabolismo alto, donde ademas pueden permanecer por largo
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tiempo para usarse como reserva en caso de una falta de este micronutriente en el
alimento (Dabrowsky, 2004; Gutiérrez-Salinas, 2007). Por ejemplo, la mayor parte
de la vitamina C en peces se encuentra principalmente en el timo, leucocitos,
cerebro, riidn, bazo e higado (Verlhac y Gabaudan, 1997). Las concentraciones
de esta vitamina en algunas especies de peces son mas bajas en musculo
comparadas con otros tejidos como el higado (43-78 ug g') (Bhadra et al., 2004).
Esto coincide con el supuesto de que el musculo de peces usualmente tiene bajas
concentraciones de vitamina C incluso a niveles que pueden ser considerados
como despreciables (Bragadéttir, 2001). Las concentraciones de esta vitamina en
los elasmobranquios y teledsteos analizados en este estudio fueron de 0.012 ug g
'y 0.007 pug g, respectivamente.

Se ha sugerido que, a diferencia de los peces 6seos, los elasmobranquios
son capaces de sintetizar vitamina C; sin embargo, los reportes incluyen
unicamente algunas especies de rayas y tiburones de las familias Squalidae,
Triakidae y Scyliorhinidae (Drouin et al., 2011). La actividad de la enzima
gulonolactona oxidasa (GLO) fue analizada bajo condiciones de saturacion y se
reporté en higado de Mustelus manazo (musola) con una tasa de produccién
maxima de 14 pug h™ mg™”' de proteina, y para Squalus acanthias (galludo) con una
tasa maxima de produccién de 513 + 224 ug h™' g de tejido (Maeland y Waagbag,
1998). La especie M. henlei analizada en este estudio pertenece a la familia
Triakidae, y el género Mustelus esta dentro de los que quiza pueden sintetizar la
vitamina C. Sin embargo, en el presente estudio, las concentraciones de vitamina
C estuvieron por debajo del limite de deteccion en muestras de musculo de M.
henlei. Son necesarios mas estudios sobre esta vitamina y la actividad de GLO
para determinar si la habilidad de producir y almacenar esta vitamina es
comparable entre las especies del género Mustelus y la familia Triakidae.

Factores como la posicidn filogenética pueden ser mas importantes que los
habitos alimenticios de los peces en su habilidad para sintetizar vitamina C
(Corredor y Landines, 2009). La mayoria de los peces 6seos no pueden sintetizar

vitamina C; por lo tanto, se ha sugerido que la sintesis de esta vitamina es una
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caracteristica ancestral de los vertebrados que se perdié con el ancestro comun
de los peces 6seos (Drouin et al.,, 2011). Drouin et al. (2011) sugieren que la
pérdida de capacidad para sintetizar vitamina C puede ser ventajosa dada la
hipbtesis de que en la sintesis de esta vitamina se favorece la formacion de H,0;
y el agotamiento de GSH; sin embargo, esta hipotesis debe ser confirmada.

La concentracion de la vitamina E varia de acuerdo a la actividad fisica del
organismo en estudio (Evans, 2000; Sacheck et al., 2003; Gutiérrez-Salinas,
2007). Una baja concentracion de vitamina E en animales que se ejercitan puede
provocar un incremento en la susceptibilidad al dafio provocado por ERO, lo que
puede desencadenar agotamiento prematuro y una depresion en el control
respiratorio mitocondrial en las células musculares (Kuang, 1991).

La vitamina E es requerida por el musculo y otros tejidos con el aumento de
la actividad fisica; incluso hasta llegar a su agotamiento, como sucede en ratas
sometidas a un ejercicio agudo submaximo (Meydani et al., 1993). Otros
antioxidantes, como el GSH, tienden a aumentar durante el entrenamiento (Evans,
2000).

La concentracion de vitamina E encontrada en elasmobranquios y teledsteos
en el presente estudio se encuentra en un rango de 0.011 a 0.038 ug g™'. Se han
reportado pocos datos sobre la concentracion de vitamina E en peces silvestres
sin influencia del aporte en la dieta. Las concentraciones de vitamina E reportadas
para Sardina pilchardus (sardina) (0.016 pg g™'), Engraulis encrasicolas (0.0002 ug
g"), Salmo salar (salmén) (0.02 ug g™'), Merluccius merluccius (merluza) (0.0035
ug g, Solea vulgaris (lenguado) (0.01 pg g”') y Pagellus bogaraveo (besugo)
(0.015 pg g') (Falder-Rivero, 2006) son similares a las encontradas en las
especies del presente estudio, a excepcion de C. hippurus (0.002-0.424 ug g™y
K. audax (0.008-0.508 pg g') en las cuales los valores de las concentraciones
maximas de vitamina E fueron mayores. Las concentraciones de vitamina E en
musculo del pez dorado y del marlin rayado encontradas en este estudio son
menores que lo reportado en higado de Scophthalmus maximus (rodaballo) (160

ug g"), Hippoglossus hippoglossus (hipogloso) (71 pg g') y Sparus aurata
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(dorada) (54 ug g™) (Tocher et al., 2002), y son menores que las reportadas en
plasma de Parapercis colias (bacalao azul) (14 uM) y Notolabrus fucicola (pez
loro) (18.9 uM) (Gieseg et al., 2000).

El contenido de vitamina E en tejidos como higado, musculo y sangre de
diferentes especies de peces es influenciado por su consumo en la dieta y, en
menor medida, por la ingesta de lipidos (Stephan et al., 1995). En la mayoria de
los peces, el higado es el principal sitio de almacenamiento de la vitamina E
cuando hay abundancia de este nutriente en la dieta (Tocher et al., 2002).

Los niveles de vitamina E estan relacionados con los niveles de acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) en los peces, quizd como un mecanismo de
proteccion contra la peroxidacion de estas moléculas altamente susceptibles al
dafio oxidativo (Stephan et al., 1995; Halliwell y Gutteridge, 2007). La
concentracion de vitamina E también esta relacionada con el ambiente en el que
habitan las diferentes especies de peces, como se ha observado en dos especies
del antartico que presentan concentraciones de hasta seis veces mas que las
especies de zonas templadas (Wilhelm-Filho, 2007). Ademas, se ha encontrado
en los peces antarticos un componente poco comun de la vitamina E (a-
tocomonoenol), por lo que es posible que la concentracion de las diferentes
formas de vitamina E sea diferente entre especies (Wilhelm-Filho, 2007).

La combinacion de las vitaminas C y E en peces contribuye a mejorar el
crecimiento, la respuesta inmune, el metabolismo de nutrientes y la resistencia al
estrés; la vitamina C participa en el proceso de absorcion de la vitamina E y en el
metabolismo de lipidos (Corredor y Landines, 2009). La concentracion de vitamina
E incrementa en el musculo, higado, corazén y rindn de S. maximus bajo dietas
altas en a-tocoferol, mientras que el efecto en la concentracion del ascorbato en
musculo es el contrario (Ruff et al., 2003). Después del ejercicio, ambas vitaminas
C y E pueden aumentar en plasma, sugiriendo que los requerimientos y
movilizacion de estos antioxidantes pueden incrementar con el ejercicio, evitando
de esta manera el dafno oxidativo e incluso la fatiga muscular, como se ha

observado en roedores (Kuang, 1991; Meydani et al., 1993).
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Es posible que la principal diferencia en la capacidad antioxidante entre
teledsteos y elasmobranquios, y quiza incluso en mamiferos, esté relacionada con
el tipo especifico de compuestos antioxidantes y los niveles encontrados en sus
tejidos. En los tejidos de elasmobranquios las propiedades antioxidantes de los
derivados de la urea (hidroxiurea, dimetilurea, tiourea), asi como los niveles
especificos de GSH y las vitaminas C y E pueden contribuir en su tolerancia a
mayores niveles de lipoperoxidacion en comparacion con otros vertebrados
(Wilhelm-Filho et al., 1993; Wang et al., 1999; Lépez-Cruz et al., 2010).

8.4 Capacidad antioxidante total

Este indicador nos da un valor total que corresponde a la suma de todos los
antioxidantes; un incremento en la capacidad antioxidante puede ser debido a los
efectos del estado nutricional o debido a una adaptacion al estrés oxidativo
(Finaud, 2006). La mayoria de los indicadores del sistema antioxidante enzimatico
y no enzimatico evaluados en el presente estudio fueron mayores para el grupo de
elasmobranquios que en teledsteos. Sin embargo, la capacidad antioxidante total,
evaluada por medio de la reduccién de un radical libre comercial (DPPH®), fue
mayor para el grupo de teledsteos. Esto posiblemente se debe a la participacion
de otros antioxidantes que no se evaluaron en este estudio.

Las especies de mayor actividad fisica dentro de cada grupo,
elasmobranquios y teledsteos, presentaron la mayor capacidad antioxidante (I.
oxyrinchus y K. audax). Esto parece estar relacionado con la alta produccion de
radicales libres observada, sobre todo en el grupo de peces 6seos. El papel de los
antioxidantes en especies acuaticas es de gran importancia debido a los altos
niveles de 4&cidos grasos poliinsaturados presentes en muchos peces.
Compuestos con funcién antioxidante, como el GSH vy los carotenoides, han sido
detectados en tejidos de peces como Colossoma macropomum (cachama),
Sardina pilchardus (sardina europea), Merluccius merluccius (merluza), Serranus

cabrilla (cabrilla), Scomber scombrus (caballa), Thunnus alalunga (atun blanco),
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Squalus acanthias (galludo) (Marcon y Wilhelm-Filho, 1999; Passi et al., 2002;
Martinez-Alvarez et al., 2005).

El glutation es un tripéptido que participa en las reacciones del metabolismo
de aminoacidos como donante de grupos gamma glutamilos (Konigsberg, 2008).
El glutatién reducido (GSH) es capaz de ceder electrones desde su grupo sulfidrilo
(-SH) a una especie oxidada, como un lipoperoxido, teniendo asi una accion
antioxidante y dando como producto GSSG (Benitez-Zequeira, 2006; Konigsberg,
2008). EI GSH es un antioxidante de bajo peso molecular que interviene en
diversas funciones celulares, entre ellas la neutralizacion de ERO, esta presente
en las células en concentraciones milimolares, alrededor de 10 mM (Lushchak,
2006). En érganos del pez Carassius auratus (japonés dorado) se han detectado
altos niveles de GSH, con un contenido maximo de 2.88 mM en higado y al
someterlos a 8 horas de anoxia solamente disminuyen ligeramente en el rifidn
(Lushchak et al., 2001).

En Cyprinus carpio (carpa) se han observado concentraciones de GSH
varios ordenes de magnitud menores, lo que se ha demostrado con su menor
tolerancia a la disminucion de oxigeno (Lushchak et al., 2005). Aparentemente la
hipoxia no tiene efecto sobre el nivel de GSH en estas especies, pero la
reoxigenacion lo incrementa al doble en el higado (Lushchak et al., 2005). El
estado del glutation (GSH, GSSG) es criticamente importante para la resistencia al
estrés oxidativo en peces; bajo condiciones de estrés aumenta la sintesis de GSH
de novo en Oncorhynchus mykiss (trucha arcoiris) y Mugil cephalus (salmonete
rayado) (Winston y Di Giulio, 1991; Lushchak et al., 2006).

8.5 Dano oxidativo

Las ERO pueden afectar todas las macromoléculas celulares, incluyendo lipidos,
proteinas y ADN (Aguild, 2005; Lushchak, 2006, Nakamoto et al., 2007). Si hay un
evento de estrés oxidativo, uno de los principales indicadores de que la defensa

antioxidante ha sido inadecuada o insuficiente es una elevacién en la peroxidacion
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de lipidos (Renshaw et al., 2012). Es un proceso de autopropagacion en el que se
forma un radical peroxilo cuando una ERO es lo suficientemente reactiva para
abstraer un atomo de hidréogeno de un lipido intacto (Halliwell y Gutteridge, 2007).
La peroxidacion lipidica trae consigo consecuencias negativas importantes en los
organismos, que consisten principalmente en el dafio directo a la estructura de la
membrana celular, e indirectamente a otros componentes celulares por la
produccion de aldehidos reactivos (Sanchez-Rodriguez et al., 2004); este
indicador de dano oxidativo se evalua clasicamente por medio de la medicion de
productos primarios como dienos conjugados (fase inicial), peroxidos de lipidos y
productos finales de la peroxidacion lipidica como malondialdehido (MDA) que es
un indicador de la degradacion oxidativa de la membrana celular (Halliwell y
Gutteridge, 2007; Finaud, 2006). Las membranas peroxidadas llegan a ser rigidas
y cambian su permeabilidad e integridad (Lushchak, 2006).

Se encontré mayor dafio a lipidos (TBARS) en el grupo de elasmobranquios
(1.76 nmol mg™ de proteina) en comparacion con los teledsteos (0.74 nmol mg™
de proteina); esto coincide con lo observado por Wilhelm-Filho y Boveris (1993)
quienes reportan mayor dafio oxidativo a lipidos (TBARS pmol g tejido) en
musculo de Squatina argentina (angelito, 0.4 umol g tejido), Sphyrna lewini
(tiburén martillo, 0.1 umol g™ tejido), Mylionatis goodei (raya aguila, 0.3 umol g’
tejido), Raja castelnaui (raya de lunares, 0.3 ymol g™ tejido), Psammobatis scobina
(raya de arena, 0.5 umol g™ tejido) y Raja agassizi (raya lisa, 0.3 pmol g™ tejido)
en comparacion con los niveles de TBARS observados en musculo de teledsteos;
Oreochromis niloticus (tilapia del Nilo, 10 nmol g” tejido), Acipenser naccarii
(esturién, ~20 nmol g™ tejido), Cyprinus carpio (2.96 nmol g tejido), Ameiurus
melas (bagre, 29.14 nmol g™ tejido) y Oncorhynchus mykiss (29.27 nmol g™ tejido)
(Otto y Moon, 1996; Trenzado et al., 2006; Hegazi et al., 2010). Estos valores
reportados para teledsteos son menores a lo encontrado en musculo de teledsteos
de este estudio (K. audax = 1.93 nmol mg™ de proteina, C. hippurus = 0.73 nmol

mg™' de proteina, T. macdonaldi = 0.54 nmol mg™ de proteina).
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La mayor peroxidacion lipidica y la mayor actividad de GPx observadas en el
grupo de elasmobranquios en el presente estudio, pueden sugerir una
estimulacion de la actividad de esta enzima. Se reporta una correlacion positiva en
la actividad de GPx y el dafio oxidativo a lipidos (expresado en nmol g™ de MDA),
con una disminucion de la actividad de las enzimas SOD, CAT, GPx y el dafo a
lipidos en musculo rojo de anguilas entrenadas (Mortelette et al. 2010), asi como
una correlacién positiva entre la actividad de GPx y la peroxidacion de lipidos
(expresada en nmol g de TBARS) en diferentes tejidos (entre ellos, musculo
blanco) de trucha y esturién (Trenzado et al. 2006). Asi mismo, se ha sugerido que
el ejercicio vigoroso puede producir dafio en tejidos, seguido por una respuesta
inflamatoria, lo que generalmente coincide con un incremento en la actividad de
GPx (Ji, 1999). De la misma forma, la GPx participa en el metabolismo de
peréxidos lipidicos, por lo que su aumento sugiere una posible prevencién para
disminuir el dafo oxidativo (Hermes-Lima y Zenteno-Savin, 2002; Lushchak et al.,
2001; Lushchak et al., 2005). Es posible que, en algunos casos, este incremento
de la actividad enzimatica sea insuficiente, lo que quiza esta relacionado con el
alto contenido de PUFA (Trenzado et al., 2006). En el presente estudio, se
observd mayor actividad de GPx en las especies de mayor actividad fisica, I.
oxyrinchus, P.glauca (elasmobranquios) y K. audax (teledsteo).

Los valores reportados de dafo oxidativo a lipidos (TBARS) por Lopez-Cruz
et al. (2010) en musculo de C. falciformis, l.oxyrinchus y S. zygaena (cornuda
prieta) (con 5.62, 3.67 y 5.93 nmol TBARS mg™' de proteina, respectivamente) son
similares a los encontrados en este estudio para musculo de elasmobranquios (I.
oxyrinchus = 1.43 nmol mg™" de proteina, P. glauca = 2.41 nmol mg™' de proteina,
M. henlei = 0.91 nmol mg™' de proteina). En las especies de mayor actividad fisica
en ambos grupos de peces se observaron los niveles mas altos de TBARS,
principalmente en P. glauca (elasmobranquio) y en K. audax (teleésteo). Entre
pares de especies con actividad de nado similar se encontré mayor dafno oxidativo

a lipidos en P. glauca que en C. hippurus.
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Las especies incluidas en el presente estudio habitan en rangos de
temperatura similares, con preferencia por aguas frias y templadas, I. oxyrinchus
(17°C) (Kohler et al., 2002; Velasco-Tarelo, 2005), P. glauca (20-22°C)
(Hernandez-Aguilar, 2008), M. henlei (18°C) (Silva-Santos, 2012), K. audax (22-
24°C) (Sevilla-Rodriguez, 2013), C. hippurus (20°C) (Tripp-Valdez, 2005) y T.
macdonaldi (17°C) (Cisneros-Mata et al., 1995). Por lo tanto, es posible que el
dano a lipidos no esté relacionado con la temperatura ambiental.

Se analizo el efecto en los niveles de peroxidacion de lipidos (hnmol MDA min®
"' mg™ de fosfolipidos) en Fundulus heteroclitus y Lepomis macrochirus (mojarra
oreja azul) no cambian en respuesta a aclimatacién a temperaturas de 5°C y 25°C,
a pesar de la remodelacion de lipidos que existe a bajas temperaturas
presentando elevadas cantidades de PUFA (Grim et al., 2010) (Wodtke, 1978;
Crockett and Hazel, 1995; Logue et al., 2000).

El riesgo a la peroxidacién de lipidos puede magnificarse debido a que los
peces que se desarrollan a bajas temperaturas generalmente poseen mayores
capacidades oxidativas (Guderley, 2004) y presentan un aumento significativo de
mitocondrias (Johnston y Maitland, 1980; Egginton y Sidell, 1989). Ello puede
generar un mayor consumo de oxigeno resultando en elevadas concentraciones
de ERO, sobre todo al tener una mayor actividad fisica, como se ha mencionado
anteriormente.

El dafio oxidativo a lipidos en musculo, en general para cualquier grupo de
peces 0 especies, es menor que lo reportado para otros tejidos, como el rifidon
(Cyprinus carpio: 42.7 nmol TBARS g™ tejido; Squatina argentina: 1.3 pmol g’
tejido), higado (Oreochromis niloticus: 59 nmol TBARS g™ tejido; Sphyrna lewini:
4.2; Raja agassizi: 3.8 pmol TBARS g™ tejido) y tracto digestivo (Oncorhynchus
mykiss: ~480; Acipenser naccarii: ~380 nmol TBARS g™ tejido) (Wilhelm-Filho y
Boveris, 1993; Lushchak et al., 2005; Trenzado et al., 2006; Hegazi et al., 2010).
Se ha sugerido que en vertebrados, el higado presenta un alto metabolismo y
mayor consumo de oxigeno (Trenzado et al., 2006), quiza por esta razén presenta

valores mas altos de dafio oxidativo a lipidos.
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Las elevadas concentraciones de TBARS que se observan en higado de
elasmobranquios pueden estar relacionadas con el alto contenido de escualeno
(Wilhelm-Filho y Boveris 1993). Este es un hidrocarburo poliinsaturado de baja
densidad que ayuda en la flotabilidad de elasmobranquios; aunque en aceite de
higado de I. oxyrinchus se ha reportado que su contenido es menor al 1% (Heller
et al., 1957).

El efecto de las ERO sobre proteinas puede provocar ruptura en enlaces
peptidicos, modificaciones en aminoacidos, oxidacion de carbohidratos, oxidacion
de grupos sulfidrilo y formacion de carbonilos proteicos (Stadtman, 1993; Almroth
et al., 2005). El dafio oxidativo a proteinas no es reversible y ocasiona cambios
conformacionales que llevan a la inactivacion de enzimas disminuyendo su
actividad catalitica provocando perturbaciones en el metabolismo (Szweda y
Stadtman, 1992; Stadtman, 1993; Cabiscol y Levine, 1995), y resultando en una
degradacion de la proteina dafada por proteasas (Almroth et al., 2005). El
incremento en los grupos carbonilo se presenta con cada fenédmeno relacionado al
estrés oxidativo (Shacter et al., 1994, Almroth et al., 2005). Por ello, es el método
mas usado para la determinacion de dafio a proteinas por radicales libres.

En el presente estudio no se encontraron diferencias en el dafo oxidativo a
proteinas (carbonilos proteicos) entre ambos grupos de peces (elasmobranquios =
45.79 pm g de tejido, y teledsteos = 40.47 uym g~ de tejido). Sin embargo, el
contenido de carbonilos proteicos es alto (hasta tres veces mas en
elasmobranquios) en las especies mas activas marcando diferencias entre las
especies dentro de cada uno de nuestros grupos de estudio, principalmente en I.
oxyrinchus (71.86 pm g~ de tejido, elasmobranquio, actividad fisica alta) y C.
hippurus (54.66 um g' de tejido, teledsteo, actividad fisica media). Debido a que la
vida media de un grupo carbonilo es larga, una elevada cantidad de carbonilos
pueden indicar efectos acumulativos del estrés oxidativo (Finaud, et al., 2006).
Quiza es este efecto acumulativo lo que se puede observar en general para los

organismos de mayor actividad fisica de este estudio.
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Después de hacer una revisidn exhaustiva en bases de datos como Pubmed,
se determin6 que hasta la fecha no se han reportado datos puntuales sobre dafo
oxidativo a proteinas relacionado con ejercicio en elasmobranquios. Se han
reportado niveles de carbonilos proteicos (nmol g'1 de tejido) en diferentes tejidos
de peces 6seos; en musculo (135 nmol g™ de tejido) e higado (211 nmol g™ de
tejido) de Oreochromis niloticus (Hegazi et al., 2010); y en musculo (150 nmol g™
de tejido), higado (300 nmol g™' de tejido), cerebro (325 nmol g™ de tejido) v rifién
(540 nmol g’ de tejido) de Cyprinus carpio (Lushchak et al., 2005) (especies
dulceacuicolas).

Los tejidos aerdbicos como el cerebro, rindn y el higado poseen un alto
potencial para la generacion de ERO, por lo que presentan altas concentraciones
de carbonilos proteicos en comparacién al musculo (Lushchak y Bagnyukova,
2006). Aun asi, los valores reportados para el musculo de las especies del
presente estudio son mayores a lo reportado por otros autores. La exposicion a
hiperoxia resulta en un incremento de carbonilos proteicos en tejidos de
Carassius auratus, permaneciendo altos durante la recuperacion en condiciones
normoxicas (Lushchak et al., 2005). Posiblemente, las diferencias radican en la
concentracion de oxigeno disponible en agua marina en comparacion con el agua
dulce, ambiente donde viven las especies de este estudio.

Cuando existen concentraciones moderadas de moléculas oxidantes, la
degradacion de las proteinas dafadas incrementa, mientras que altas
concentraciones de oxidantes pueden inhibir la degradacion proteolitica (Grune et
al.,, 2003). Las proteinas severamente oxidadas forman agregaciones que
disminuyen su solubilidad (Grune et al., 2003). Muchos productos oxidados como
peroxidos, aldehidos y carbonilos forman aductos con las proteinas, lo que
contribuye a la formaciéon de grandes agregados que no pueden ser degradados
por protedlisis (Grune, 2000; Grune et al., 2003). Por ende, hay una acumulacién
de moléculas dafiadas (Almroth et al., 2005).

En el caso particular de P. glauca (elasmobranquio de actividad fisica

media), especie en la que generalmente se pudo observar mayor actividad
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antioxidante enzimatica y mayores concentraciones de antioxidantes no
enzimaticos, no se observd evidencia de acumulaciéon de proteinas dafadas
cuando la comparamos con las otras dos especies del mismo grupo (I. oxyrinchus
y M. henlei). Se ha sugerido que un incremento en la peroxidacion lipidica puede
prevenir o retrasar la formacién de carbonilos proteicos (Grune, 2000). En musculo
de P. glauca se encontraron los valores mas altos de lipidos peroxidados entre los
elasmobranquios incluidos en el presente estudio.

El musculo esquelético es el tejido de mayor masa en el cuerpo y esta
conformado por células postmitdticas, las cuales son mas propensas a la
acumulacién del dafo oxidativo (Radak et al., 2001b). Como se menciond
anteriormente, el ejercicio puede llevar a una condicién de estrés oxidativo debido
al incremento en el consumo de oxigeno que puede resultar en una elevada
generacion de ERO (Marini y Veicsteinas, 2010; Goto y Radak, 2013).
Esta sobreproduccion de ERO puede ocurrir en las mitocondrias y en sistemas
enzimaticos, como en las reacciones catalizadas por la xantina oxidasa en el
metabolismo de purinas, y por la NADPH deshidrogenasa en procesos
inflamatorios (Marini y Veicsteinas, 2010; Goto y Radak, 2013). Ademas, durante
el ejercicio pude haber un aumento en el consumo de ATP y dafo oxidativo en el
musculo cuando se realiza un ejercicio no acostumbrado (Goto y Radak, 2013). El
ejercicio exhaustivo incrementa la oxidacion de proteinas en musculo esquelético
de animales sedentarios o de baja actividad que no estan preparados para un
aumento de estrés por oxidacion (Goto y Radak, 2013).

Las ERO inducen diversos tipos de dafo al ADN, como rupturas de cadena,
entrecruzamiento de ADN con proteinas y modificacion de las bases (Finaud et al.,
2006). Las ERO, en especial el "OH reacciona con los nucleétidos ocasionando
mutaciones en la estructura de azucar-fosfato que conduce a mutaciones
puntuales (Lushchak y Bagnyukova, 2006). Se han descrito una gran variedad de
productos del dano oxidativo al ADN, pero el 8-OHdG producido por la oxidacion
de guanina por radicales libres, ha sido ampliamente usado como indicador de
estrés oxidativo y marcador de genotoxicidad en los organismos (Finaud et al.,
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2006; Lushchak y Bagnyukova, 2006). La oxidacion del ADN es reparada
continuamente y los nucleotidos oxidados, como el 8-OHdG, son excretados en la
orina (Finaud et al., 2006; Nakamoto, 2007).

En el presente estudio, se observd mayor dafio oxidativo al ADN (8-OHdG ng
mL") en el grupo de teledsteos (63.67 ng mL") en comparacién con
elasmobranquios (43.06 ng mL™"). Esto puede estar relacionado con la mayor
producciéon de O," en teledsteos y, en general, con la reducida defensa
antioxidante evaluada (antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos) observada en
las especies de este grupo. El ejercicio induce a la adaptacién del musculo y esto
resulta en una disminucién en el dafio oxidativo al ADN y proteinas (Radak et al.,
2002). Los niveles de 8-OHdG disminuyen con la practica de ejercicio regular en
leucocitos de humanos (Asami et al., 1998) y musculo esquelético de ratas (Radak
et al., 1999). El ejercicio (nado) regular puede disminuir el dano oxidativo a
proteinas y ADN en musculo esquelético (Radak et al., 1999) y cerebro (Radak et
al., 2001a) de ratas. Un nivel moderado (sin ser exhaustivo) de ejercicio regular
(habitual) puede considerarse una forma de hormesis, mientras que un ejercicio
excesivo en un organismo no entrenado (que no lo realiza habitualmente),
ocasiona una produccion masiva de ERO que excede la capacidad antioxidante de
las células (Ogonovszky et al. 2005). El ejercicio moderado puede ser benéfico,
induciendo una respuesta adaptativa que permite hacer frente al estrés oxidativo
(Radak et al., 1999; Radak et al., 2001b; Ogonovszky et al., 2005). El ejercicio
regular incrementa la actividad de las enzimas antioxidantes en musculo (Powers
et al., 1999; Ji, 2002) e higado de ratas (Kakarla et al., 2005). Por todo lo anterior,
se podria proponer que los peces 0seos tienen una menor adaptacion al ejercicio
en comparacion con elasmobranquios.

Dentro de cada grupo de peces (elasmobranquios vs. teledsteos)
encontramos diferencias entre especies en el dafio oxidativo al ADN (8-OHdG), de
acuerdo a la actividad fisica. La practica de ejercicio (entrenamiento) incrementa la
proteccion contra el estrés oxidativo y modula la actividad de las enzimas de
reparacion del ADN en musculo esquelético (Radak et al., 2002; Radak et al.,
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2003; Radak et al., 2008). Esto quiza esta relacionado con los niveles bajos de
dafio oxidativo al ADN observados para las especies de mayor actividad fisica en
el presente estudio. En T. macdonaldi (teleésteo de baja actividad fisica), los
niveles de dafio oxidativo al ADN, a lipidos y proteinas fueron menores en
comparacion a las otras especies de teledsteos analizadas. Los organismos de T.
macdonaldi incluidos en el presente estudio son pre-adultos y de habitos
benténicos con condiciones medio ambientales (temperatura, salinidad,
contaminantes) relativamente poco variables (en comparacion con las de la parte
mas alta del golfo de California, donde se encuentran los adultos de la especie)
(De Anda-Montafiez et al., 2013). Es posible que estos organismos se mantengan
en un balance entre la generaciéon de ERO, el sistema antioxidante y el dafo

oxidativo.

8.6 Analisis entre grupos, especies y por actividad de nado

Para determinar si existen diferencias en la respuesta fisioldgica de los
indicadores de estrés oxidativo (produccién de ERO, sistema antioxidante, dafo
oxidativo) entre grupos, se realizd un analisis discriminante. Los resultados
sugieren una separacioén entre elasmobranquios (tiburones) y teledsteos (peces
0seos). Esta herramienta numérica permitid identificar cuales son los indicadores
de estrés oxidativo que contribuyen de manera mas importante a explicar las
diferencias en la respuesta fisioldgica entre elasmobranquios y teledsteos. Con las
dos primeras raices se logro explicar un 79% de la variabilidad en los datos,
siendo la capacidad antioxidante total (raiz 1), las variables de dafio oxidativo
(peroxidacion de lipidos, carbonilos proteicos y dafio al ADN) y vitamina E (raiz 2)
las variables que mas contribuyeron a la varianza explicada. Ademas, de las 11
variables evaluadas en este andlisis, 10 resultaron ser significativas, pero sélo 5
contribuyeron de manera significativa en la separacion de los grupos

(elasmobranquios, teledsteos). Por lo que podemos concluir que los indicadores
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analizados resultan adecuados para futuros estudios en cuanto a la respuesta
fisiologica en la actividad fisica en peces.

Para determinar si existen diferencias en los indicadores de estrés oxidativo
(produccion de ERO, sistema antioxidante, dafo oxidativo) entre las tres especies
de elasmobranquios, dada la biologia de cada una, se realiz6 un analisis
discriminante y se encontrd que las tres especies de elasmobranquios se separan
claramente. Las variables que contribuyeron mayoritariamente para explicar las
diferencias entre las tres especies fueron los indicadores del dafio oxidativo a
proteinas (carbonilos proteicos) y a lipidos (TBARS), (raiz 1, varianza explicada
79%); asi como la capacidad antioxidante total y la concentracién de vitamina E
(raiz 2, varianza explicada 100%).

Dentro del grupo de teledsteos también se observo una separacion entre las
especies; sin embargo, las variables que marcan esta separacion son diferentes
respecto a elasmobranquios. En el analisis discriminante se encontrdé que la raiz 1
explica el 57% de la variabilidad de los datos, y las variables que contribuyen con
la mayor varianza son la produccion de O," y la actividad enzimatica de la SOD;
mientras que con la raiz 2 se explica el 100% de la variabilidad de los datos, con la
actividad de GST y el dafo al ADN como las variables que contribuyen mas a la

varianza explicada.

Finalmente, para determinar si existen diferencias en los indicadores de
estrés oxidativo (producciéon de ERO, sistema antioxidante, dafio oxidativo)
relacionadas con la actividad fisica de las diferentes especies de estudio, se
realiz6 un analisis discriminante. Los resultados sugieren que hay separacion
entre los tres pares de especies (actividad alta, intermedia, baja) con base en la
capacidad antioxidante total y el dafio oxidativo a proteinas y al ADN (raiz 1,
varianza explicada 87%), asi como la producciéon de O," y la actividad de la

enzima GPx (raiz 2, varianza explicada 100%).
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9. CONCLUSIONES

Es posible identificar diferencias relacionadas con la actividad fisica entre
ambos grupos de peces (elasmobranquios y teledsteos) en los indicadores de
estrés oxidativo (produccion de ERO, defensas antioxidantes y dafio oxidativo)
analizados en este estudio.

En general, el grupo de elasmobranquios presenta mayor actividad
enzimatica antioxidante y mayor concentracion de antioxidantes no enzimaticos.
Con lo anterior, podemos sugerir que, ademas del nivel evolutivo, hay otros
factores (como habitos alimenticios, biogeografia, edad de los organismos
muestreados) que contribuyen a las diferencias en las defensas antioxidantes
entre los dos grupos de peces.

Se encontré una mayor produccion de O," (en teledsteos) y una mayor
capacidad antioxidante (elasmobranquios y teledsteos) en aquellas especies que
tienen la capacidad de desarrollar una actividad fisica alta e intermedia, como son
I. oxyrinchus, P. glauca (alasmobranquios) y K. audax, C. hippurus (teledsteos).
Ello puede estar relacionado con diferencias en la tasa metabdlica basal y/o
densidad mitocondrial entre especies con diferentes grados de actividad fisica.

Se observaron diferencias en el dafio oxidativo a nivel de lipidos, proteinas y
ADN entre las especies de estudio de cada grupo de peces. Lo anterior sugiere
que, ademas de la actividad fisica, hay otros factores (como habitos alimenticios,
biogeografia, edad de los organismos muestreados) que contribuyen a las
diferencias en el dafio oxidativo entre las especies de cada grupo de peces
(elasmobranquios, teledsteos).

La capacidad antioxidante total es mayor en teledsteos, lo cual posiblemente
esté relacionado con la mayor producciéon de O, observada en este grupo. Es
posible que, dentro de esta capacidad antioxidante total, estén participando otros
antioxidantes enzimaticos y/o no enzimaticos que no fueron evaluados en este

estudio, como carotenoides. Sin embargo, es necesario hacer una evaluacion mas
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detallada sobre la posible participacion de otros antioxidantes, lo que abre la

posibilidad a futuras investigaciones.
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