c' CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS
I= DEL NOROESTE, s.C.

Programa de Estudios de Posgrado

ELEMENTOS TRAZA E INDICADORES DE
ESTRES OXIDATIVO EN EL TIBURON AZUL
(Prionace glauca) DE LA COSTA OCCIDENTAL DE
BAJA CALIFORNIA SUR, MEXICO

TESIS

Que para obtener el grado de

Doctor en Ciencias

Uso, Manejo y Preservacion de los Recursos Naturales
( Orientacion Biologia Marina )

Presenta

ANGELICA MARIA BARRERA GARCIA

La Paz, Baja California Sur, Mayo de 2013



ACTA DE LIBERACION DE TESIS

En la Cludud de La Paz, B. C. S., siendo lasi@ horas del dia & del

mes de N ANO del 2013, se pmwdm por los Lbdw firmantes,
miembros de la Comisién Revisora de Tesis avalada por iz Direccidon de
Fawdios de Posgrado del € “entro de imuau_,-_:_m:mn s Biotdgicas del Novoeste,
§. (.. a Jiberar la Tesis de Grado titulada:

"ELEMENTOS TRAZA E INDICADORES DE ESTRES OXIDATIVO
EN EL TIBURON AZUL  (Prionace glauca) DE L& COSTA
OC (‘ii)'i"\"f AL DE BAJA CALIFORNIA SUR, M EXICO"

,.

fregentada por el alumno:

Angéliea Maria Barrera Ga reia

Aspirante al Grado de DOCTOR EN CIENCIAS EN EL LSO, MANEIOY
PRESER "»" ACION DE LOS RECL :‘!“’4( 18 NATURALES CON
ORIENTACION EN BIOLO(:i A “siAR‘I

_i’_')es_; 1es de 1r11u<.amb1.«n opiniones Jos miembros de la Cos ni%ﬁn manifestaron
.2 APROBACION DE LA TESIS; en virtud de gue sati stace los reQuisitos
Jgnci 1dos por las disposiclones reglamentar jas vigents.
LA COMISION REVISORA i
. /

e =, AR D s fi et
Am‘“_-n.—ﬁ---‘:«;’._;’::p* o ; —
[ ,_;,.,.‘_,_..._._d_. R e e iy 4 ‘\2 st et b it R R S
v Tatiths Sentean Sasin nir, Felipe d ‘*/i;"‘ u;ﬁ.ifi #
S — 1 -4 /

-
Ay, f’ 7 ’(/
/’ f Fa \
'/ i3 ' 7 \0‘

S rx. His Celing Miéndez Hodripeey Py 5y Iir. !uml Ot Hars

g

i _
= ) e W -
_ ol

Dr. Juan Antenjo o Anda floniaha

¥

DRA. ELISA SREVIERE ZARAGOZA,
DIRECTORA DE E§TUDIOS DE POSGRA 1303




CONFORMACION DE COMITES

Comité tutorial

Dra. Tania Zenteno Savin
Co- Directora de Tesis
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR)

Dr. Felipe Galvan Magafia
Co- Director de Tesis
Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR)

Dr. Todd O’Hara
Asesor
Institute of Arctic Biology and Department of Biology and Wildlife, University of Alaska
Fairbanks (UAF)

Dra. Lia Celina Méndez Rodriguez
Asesor
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR)

Dr. Juan Antonio de Anda Montafez

Asesor
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR)

Comité Revisor de Tesis y Miembros del Jurado del Examen de Grado

Dra. Tania Zenteno Savin (CIBNOR)
Dr. Felipe Galvan Magafia (CICIMAR)
Dr. Todd O’Hara (UAF)
Dra. Lia Celina Méndez Rodriguez (CIBNOR)
Dr. Juan Antonio de Anda Montafiez (CIBNOR)

Suplente
Dr. Eduardo Balart (CIBNOR)



RESUMEN

Los indicadores de estrés oxidativo y elementos traza fueron evaluados en masculo,
higado y rifibn de tiburon azul de la costa occidental de Baja California Sur, para
determinar diferencias por sexos y estadios de madurez, asi como identificar la relacion de
los elementos traza y los indicadores de estrés oxidativo mediante analisis de correlaciones
y analisis de componentes principales. Diferencias significativas (p < 0.05) por sexo y
estadios de madurez fueron encontradas en los tejidos del tiburon azul: en el masculo se
presentaron diferencias en la concentracion de mercurio (Hg) (maduros > inmaduros y
machos > hembras), y en la concentracion de carbonilos proteicos (machos>hembras); en
el higado, en la concentracion de zinc (Zn) (hembras > machos) y la actividad de glutation
peroxidasa (GPx) (inmaduros > maduros); en el rifion, en la actividad de catalasa (CAT)
(inmaduros > maduros). Se presentaron diferencias significativas (p < 0.05) entre tejidos
(higado y rifién) en la concentracion de elementos traza (Hg, arsénico (As), Zn, cadmio
(Cd), plomo (Pb)) y los indicadores de estrés oxidativo (actividad de CAT, superoxido
dismutasa (SOD), concentracion de TBARS). Se observaron correlaciones entre la
concentracion de los elementos traza y los indicadores de estrés oxidativo en los diferentes
tejidos del tiburdn azul: en masculo, entre la produccién de radical superéxido (O;7) y las
concentraciones de Hg y As, asi como entre la actividad de las enzimas gluation reductasa
(GR), SOD, gluataiéon S-transferasa (GST) y la concentracion de TBARS; en el higado
entre la actividad de SOD vy los niveles de carbonilos proteicos y la produccion de O;™;
entre la actividad de GST y la concentracién de As, entre la concentracion de Zn y la de
Cd; en el rifion, entre la actividad de SOD vy la concentracion de TBARS y entre los niveles
de carbonilos proteicos y la concentracion de As y cobre (Cu). Es posible que las
diferencias entre sexos y estadios de madurez reflejen preferencias alimenticias, las
hembras consumen mayor cantidad de invertebrados como la langostilla, mientras que los
machos adultos consumen mas calamares y peces como la macarela. Esto sucede debido a
los patrones de migraciones y la segregacion espacial que presenta el tiburén azul en el
Pacifico oriental. Futuros estudios deberian enfocarse en determinar las concentraciones de
metil mercurio (MeHg) en tiburones y sus consumidores. Los elementos traza pueden
inducir procesos prooxidantes, y es importante tenerlos en cuenta en estudios sobre
aspectos de la salud y biologia del tiburén azul.

Palabras claves: Antioxidantes, elementos traza, estrés oxidativo, tiburon azul.



ABSTRACT

Oxidative stress indicators and trace element concentration were quantified in muscle,
liver and kidney of blue shark from the west coast of Baja California Sur, to determine
differences between sex and maturity cohorts, as well as to identify the relationship of the
trace elements and oxidative stress indicators via correlations and principal component
analyses. Significant differences (p < 0.05) by sex and maturity cohorts were found in blue
shark tissues: in muscle, differences in mercury (Hg) concentration (mature>immature;
males > females), and in protein carbonyl concentrations (male > female) were found; in
liver, differences in zinc (Zn) concentration (females > males) and glutathione peroxidase
(GPx) activity (immature > mature) were found, and renal differences in the activity of
catalase (CAT) (immature > mature) were found. Significant differences (p < 0.05) were
found between tissues (liver and kidney) in the concentration of trace elements (Hg, arsenic
(As), Zn, cadmium (Cd), Pb) and oxidative stress indicators (CAT activity, superoxide
dismutase (SOD) activity, lipid peroxidation, TBARS levels). Correlations were found
between trace elements and oxidative stress indicators as follows: in muscle, between the
production of superoxide radical (O,") with the concentration of Hg and As; between the
activities of glutathione reductase (GR), SOD, glutathione S-transferase (GST) and TBARS
concentration; in liver, SOD activity with protein carbonyl levels; GST activity with As
concentration; SOD activity with O,” production and Zn concentration with Cd
concentration; in kidney, SOD activity with TBARS concentration, and protein carbonyl
levels with As and copper (Cu) concentrations. It is possible that sex and maturity cohort
differences reflect feeding preferences, with females consuming more invertebrates such as
red crabs and adult males consuming more fish such as mackerel and invertebrates such as
giant squid. This feeding preference may result from migration and spatial segregation of
blue sharks in the Eastern Pacific Ocean. Further studies should be conducted to include
methylmercury (MeHg) to determine risk for shark and their consumers. Trace element
concentrations may be important drivers of pro-oxidant processes and the potential
consequences are important for physiological and health aspects of blue shark biology.

Key words: Blue shark, maturity status, oxidative stress, sex differences, trace elements



DEDICATORIA

A Carlos por estor o mi lado; siempre apoyarme;, ser lav
compaiiiaw incondicional y caminar juntos de low mano-ex este
camino; lav vida nos haw levado- av muchas oventuras;, que espero-
siganv Uenando- nuestras vidas, rodeados, de amor,
comprension; conumnicaciowy felicidad. Porque gracias oty o
nuestro-amor estaumos creando-el mejor milagro, el de lav vida.

A mi hjoy, o no-estos evv mis bragos y you eres el motor que me
impulsov ov ser mejor, eves mio comparua y law alegriow que Uenaw mi
esplritw e lnuunda mi coragov.

A mis padres, porque avpesar de lov distanciow siempre haw estado-
a miv lado; me haw ayudado, me haw apoyado-y haw permitido-
que mi camino- seaw ma facil, Uevadero-y que esté Ueno-de
virtudes, valoves, mucho-amor y felicidad.

A mi hermano; por estor CoOmigo- av sw maner; escucharme y
seguir stendo-el alcahueto de mis oventuras y travesuras.



AGRADECIMIENTOS

Al Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, CIBNOR por ser la
institucion que me apoyO durante mis estudios de doctorado y a sus departamentos y
miembros del Control Escolar por todos los tramites de cada semestre, Becas y Apoyo
Estudiantil por el apoyo econdmico en las estancias, el Laboratorio de Cémputo por todas
las asesorias tecnologicas e impresiones, a la Biblioteca por los articulos solicitados.

Al consejo Nacional de Ciencia y Tecnologias (CONACyYT) por brindarme la beca
de estudios (206958) que me fue otorgada durante mis estudios de doctorado en el
CIBNOR y la Beca Mixta para mis estancias en el extranjero.

A los miembros de mi comiteé tutorial conformado por mis codirectores, Dra. Tania
Zenteno-Savin y Dr. Felipe Galvan Magafia y mis asesores Dra. Lia Méndez Rodriguez,
Dr. Juan Antonio de Anda Montafiez y Dr. Todd O’Hara. Todos han contribuido
significativamente en mi aprendizaje, en la culminacién de los articulos, los seminarios y
mi tesis.

Al Dr. Todd O’Hara (Unversity of Alaska, Fairbanks), Dr. Seth Newsome y la Dra.
Sora Kim (University of Wyoming) por recibirme para poder realizar mis estancias, las
cuales fueron bastante enriquecedoras tanto a nivel personal como académico.

A Maggie Castellini y Lucero Correa por brindarme sus conocimientos, tener
paciencia al ensefiarme las metodologias, corregir mis ocurrencias y sobre todo por su
amistad. Permaneceran siempre en mi corazon.

A Tania por no solamente cumplir sus funciones como directora, por ensefiarme,
corregirme y hacer de mi una mejor profesional, sino que ademas por su perseverancia ante
mi terquedad y permitirme entender que existen mejores formas de expresarse y ser
mejores personas, y que los gatos son animalitos tiernos y buenas mascotas. Por
demostrarme que como profesional es increible y es un modelo a seguir. Después de tantos
regafios y dolores de cabeza, hoy entiendo que todo valio la pena.

A Felipe, porque siempre me has apoyado y nunca has dudado de mis capacidades,
por ser mas que un director, por ser como un papa para mi y para muchos de tus alumnos.
Por brindarme a mi y a mi familia un lugar especial en tu casa, con Cristi, Laura, Omar y tu
suegrita adorada, y saber que a pesar de la distancia y la soledad, siempre estuvieron
ustedes brindandonos una familia para nosotros. Por Gltimo no puedo olvidar TODAS las
reuniones con esa comida exquisita, el karaoke, las bailadas y la gran compafiia.

A Lia, porque no solo me ensefiaste cosas increibles de ecotoxicologia, sino porque
ademas, siempre has visto las cosas buenas en mi, porque eres como una mama con buenos



y sabios consejos para la vida, por escucharme y permitirme ser tu alumna. Inmensamente
agradecida.

A Todd, O’Hara because you trusted me without knowing me, you gave me the
great opportunity to make real one of my dreams of studying a doctorate. Because you
opened to me, your heart, your home, your family, your lab and your knowledge, without
hesitation. Your knowledge makes me a better professional and thanks for letting us share
your home, your family, your life. Carla, Lars and Anne, | will never forget the wonderful
time that | spend with you, the freezing camping and fishing time... there are a lot of
things... thanks’ for all.

A Juan Antonio de Anda por brindarme la oportunidad de aprender a tu lado cosas
de estadisticas, y de ahi en adelante el tener la paciencia de corregirme y hacer que
mejorara mi tesis, incluso cuando no era tu responsabilidad. Por las tardes de tenis, por tus
ensefianzas en la vida personal, los consejos, las escuchadas, por ser como una padre con el
que podia contar. Gracias!

A la Dra. Elisa Serviere, por su ayuda y apoyo en los momentos criticos de mi vida,
por sus permisos y por uno de los mejores consejos que alguien pudo haberme dado, con el
que decidi definir este momento de mi vida, sus palabras como profesional y madre me
sirvieron mucho.

Al laboratorio de Biomedicina y Salud Ambiental, especialmente a Orlando Lugo y
Norma Olguin por sus ensefianzas en las técnicas de EO, por su paciencia, por dejarnos oir
masica chévere, por la ayuda incondicional que me prestaron en mi época de laboratorio,
mil gracias!

Al laboratorio de Absorcion Atémica, especialmente a Gris y a Baudilio, por el
arduo trabajo, las charlas, la colaboracion, los consejos y sus ensefianzas, siempre los
Ilevaré en mi corazdn con un bonito recuerdo de presencia en mi vida.

Al grupo Proyecto Tiburones y Rayas del CICIMAR y todos sus miembros, por las
ensefianzas, las bases de datos, los muestreos, las parrandas donde el Doc., la compafiia en
el laboratorio, sus asesorias y muchas cosas mas.

Al grupo de Estrés Oxidativo por cada una de las reuniones del laboratorio donde se
aprendieron cosas nuevas, porque sus consejos permitieron que las presentaciones y la tesis
tuvieran un mejor sentido y pudieran mejorar. Se aprendié mucho con Uds., sin olvidar
toda la comida que siempre brindaron platos mexicanos exquisitos que probé con Uds.

To Idea Wild for donation of a laptop, used for finished my thesis and published
articles.



A Horacio, Claudia, Susana y Lupita por sus buenas charlas, ayuda, compafiia. Son
personas maravillosas y ojala la vida no los cambien y sigan siendo asi de especiales.

A mi tio Lalito por su motivacién y consejos, has hecho que llegara a este punto y
te lo agradeceré eternamente. A Nohorita, Sarita y Santiago, por brindarme un hogar como
siempre lo han hecho, y a mi media naranja ;), una segunda casa donde divertirnos, la
compafiia, los buenos momentos y por estar siempre conmigo, asi sea en la distancia. Los
amo. A mi tio Ari por su apoyo Yy con Sandrita por las pizzas y los buenos momentos en la
finca.

A mis amigos colombianos Carlos y Pilar, Jose y Ana y los costes, por ser nuestra
familia en la distancia y las personas con las que podemos contar en esta lejania, los
almuerzos, las lavadas, las jugadas, las comidas tipicas, el compartir los problemas, las
ayudas, todo. Que rico que nuestros caminos se unieron asi hubiese sido solo por un corto
tiempo.

A mis equipos de Fatbol y futbol rapido, Atlas y Service, por tantos momentos de
ocio y deportes, por todos los triunfos y campeonatos ganados, especialmente a Ari, Itzo,
Tete y Almita son lo maximo. Pero sobre todo a Cachoras con Ana y Jose, sin ustedes no
hubiera sido lo mismo estar ahi.

A panteras y todas sus integrantes, por mostrarme un deporte diferente, TOCHO?
Que es eso? Futbol flag? Aln siguen preguntdndome como se come ;). La pase muy rico
con ustedes son un grupo de personas muy chéveres con las que convivimos momentos
muy divertidos. Pero sobre todo a Bruno, Karla, Anta, Victor, Ana, Jose y los nifios, por
darme su amistad fuera y dentro, por ser tan increibles y brindarme su amistad, los afios
nuevos, el recorrido a la manzana, por todo, muchas gracias!

A todas aquellas personas que de alguna manera contribuyeron con su compafiia,
ayuda, y todo lo demas durante estos 3 afios y medio de doctorado.

Finalmente, le agradezco a la vida el darme la oportunidad de estar aca, ahora, y de
vivir este tiempo en México. Estaré infinitamente agradecida con este pais por todas las
oportunidades que me dio, por permitirme estudiar mi doctorado, un suefio que siempre
tuve, que a pesar de las dudas y problemas, me demostré que puedo terminar lo que me
propongo sin importar el que ni el cdmo, estare eternamente agradecida por todo lo que he
crecido profesional y personalmente.



CONTENIDO

1
2

3
4

5
6

INEFOTUCCION ... bbbttt bbbt ene e 1
ANTECRUBNTES. ...ttt bbbttt bbbt e e e e b b e st besbeereas 5
2.1  Tiburdn azul, Prionace glauCa...........cccceceeiiiiiiieeie et 5
2.2 Indicadores de eStrés OXIdatiVO ......cc.ecueiieieiieieieere e 7

2.3  Elementos traza y su potencial efecto cuantificado mediante los indicadores de

ESEIES OXIAALIVO. ...ttt bbbttt et e 10
JUSTIFICACION ...t 15
ODJBLIVOS. ...ttt ettt et e e nte e reerae e re s 16

4.1 ODJEtIVO GENEIAL ......c.eeieieie e 16

4.2 ODbJetivos €SPECITICOS. .....civiiiiiiieeie ettt sre e 16
HIPOTESIS ...ttt b ettt sttt e b e 17
MaterialeS Y MELOUOS .......c.ceuiiiiiiiieeie et 18

6.1  Area de BSIUAIO........cveevececeeiceeee ettt st 18

6.2 FASE 0B CAMPO ...ttt bttt b e 18

6.3 Fase de 1aD0ratorio ........cc.ciiiiiieiiiiee s 20
6.3.1  ElEMENTOS TrAZA.......cciiviiiiiiiiieeieeree e 20
6.3.2  Indicadores de eStrés OXIdatiVO ...........ccuierieiiiiiieiecsieee e 22

6.4 ANALISIS ESTAUISTICOS ......evvivieiieieieee s 26

6.4.1 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en musculo de tiburéon azul

6.4.2  Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en higado y rifion de
TIDUMON QZUL ...ttt be e re e be et 28

6.4.3  Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en musculo e higado de

Calamar gigante (DOSIAICUS QIJAS)......everueruerieriiriiiieiesie sttt 29
6.4.4  Elementos traza en calamar y langostilla como presas del tiburén azul........ 29
RESUITAAOS . ... et b e es 30

7.1  Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en misculo de tiburén azul.... 30



8

7.2  Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en higado y rifion de tiburdn
24 | PSS SPTSRTRTRPSN 37

7.3 Presas del tIUrON QZUL....... ..ot eee e 42

7.3.1  Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en musculo e higado de

calamar gigante (DOSIAICUS QIJAS) ..veveiveeiirerieiieieeriesie st e sie e e s e ste e ste e snae e e 42
7.3.2  Elementos traza en calamar y langostilla como presas del tiburon azul........ 45
DISCUSION ...ttt ettt e e s be et e et e et e et e saeesbeeneesbaesbeentesneenras 47

8.1 Concentracion de elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en los
diferentes tejidos del tiburon azul, Prionace glauca...........ccoceoevieieiiiiincineseeee, 47

8.1.1  Comparaciones entre tiburones azules a nivel mundial..............c.cccoveeennns 47

8.1.2  Comparaciones del tibur6n azul con otras especies de tiburones a nivel

8.2  Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en musculo de tiburén azul.... 50

8.3  Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en higado y rifion del tiburén
Y40 | PSSRSO UPTPRURPRPRI 53

8.4  Concentracion de los elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en presas
el LIDUPON ZUL.....c.oeeecece ettt sre e naeneas 57

8.4.1  Elementos traza en calamar y langostilla como presas importantes del tiburdn

24 1 | USSR 57
8.4.2  Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en musculo e higado de
calamar gigante DOSIAICUS QIg8S ......ccveiieiriiieiieceee ettt re e 58
T O] o 1] o[- SRS 62
10 LIteratura CitAda .........oceeieiieciee et e e e ne e 64

11 Y AN 415 L TR 78



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Tiburon azul, Prionace glauCa. ..........cccoeruririiiiniie e 5
Figura 2. Distribucion del tiburdn azul, Prionace glauca.. .......ccccoovvvveieiercne e, 6

Figura 3. Defensas antioxidantes de las enzimas ante la presencia de especies reactivas de
(o) q 1o 4o TSRS RSSTSRTRSRORI 10

Figura 4. Lugares de colecta de las muestras de tiburon azul (Prionace glauca) y calamar
gigante (Dosidicus gigas) en Baja California SUr............cccccvvvevieieiiesieeie e 19

Figura 5. Intervalo de tallas de los tiburones azules (Prionace glauca) colectados en Punta
Belcher, Baja California SUT.. ..........cooiiiiiieie e 30

Figura 6. Actividad de las enzimas antioxidantes (U mg™ proteina) en masculo de tiburén
azul (Prionace glauca) por grupos. A. GR: Glutation reductasa; B. GPx: Glutation
peroxidasa; C. GST: Glutation S-transferasa; D. CAT: Catalasa; E. SOD: Superoxido
ESIMIULASA. 1.ttt ettt s e et et e e st e sse e teeseeebe e beenteaneesteeneeaneenreennes 33

Figura 7. A. Tasa de produccion del radical superéxido (O2”, nmol min™ mg™ proteina).
B. Concentracién de sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico (TBARS, nmol mg*
protefna). C. Niveles de carbonilos proteicos (umol g™ de tejido) (Prionace glauca)........ 34

Figura 8. A. Relacion lineal, B. relacién exponencial de la concentracion de Hg (mg kg™
ww) con la longitud total (LT, cm) del tiburén azul (Prionace glauca) colectado en Punta
Belcher Baja California SUT.. ..o s 35

Figura 9. Peso de los factores de los dos componentes principales (CP) que explican la
variabilidad del 50% de 10S dat0S. ........ccueiieiiiieiiee e 36

Figura 10. Intervalo de tallas de los tiburones azules (Prionace glauca, n=35) colectados
en Punta Belcher, Baja California Sur de los cuales se colectaron muestras de higado y
110 PSSP 37

Figura 11. Actividad de las enzimas antioxidantes (U mg™ proteina) en musculo (n:14) e
higado (n:14) de calamar gigante (Dosidicus gigas). A. GPx: glutation peroxidasa; B. GR:
glutation reductasa; C. CAT: catalasa (musculo 11); D. SOD: superoxido dismutasa; E.
GST: glutation S-tranSTEIASA. .......ccueieeiieiieeie et re e e 43

Figura 12. A. Tasa de produccién del radical superoxido (O2¢-, nmol min™ mg™ proteina).
B. Concentracién de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS, nmol mg™
proteina). C. Niveles de carbonilos proteicos (umol g™ de tejido) en mésculo e higado de
calmar gigante (DOSIAICUS GIGAS).....ccuiiiuieiieiirieiieeriee st steeseeesteesre e e ae e sraesseeanbeesraeenneeas 44



LISTA DE TABLAS

Tabla I. Limite m&ximo de la concentracion de elementos traza establecido por la NOM
242-SSA1, NOM 027-SSAL, la Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos
(US Food and Drug Administration, FDA) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para consumo de 0rganiSIMOS MAITNOS. .....c..ecververtererieriieearereeste et sie e e b b 14

Tabla I1. Concentraciones de los elementos traza (mg kg™ ww) en masculo del tiburén
AZUI (PrioN@Ce QIAUCA). ......ccuiiieieicie ettt te et e e re e raeee s 31

Tabla I11. Concentracién de los elementos traza (mg kg ww) en higado y rinén del
tiburdn azul (Prionace glauCa). ........cccecveiieiieiie et ne s 38

Tabla IV. Indicadores de estrés oxidativo en higado y rifién del tiburén azul (Prionace
glauca). Actividad de las enzimas antioxidantes (U mg™ proteina), tasa de produccién de
radical superéxido (O,™, nmol min™ mg™ proteina), concentracién de sustancias reactivas
al 4cido tiobarbittrico (TBARS, nmol mg™ proteina), niveles de carbonilos proteicos (umol
o Y1 ) OO 39

Tabla V. Coeficiente de correlacion de Spearman calculado con y sin los organismos
considerados como outliers entre los elementos traza y los indicadores de estrés oxidativo
en el higado y rifion del tiburdn azul (Prionace glauca).. ........cccoeeeveeveeieiiie e 41

Tabla VI. Diferencias estadisticas entre tejidos de calamar (Dosidicus gigas). ................ 42

Tabla VII. Coeficiente de correlacion de Spearman calculado entre los elementos traza y
los indicadores de estrés oxidativo en el musculo (n: 11) e higado (n: 11) del calamar
gigante (DOSIAICUS QIGAS).. veververieruiriieieienie sttt sttt et bbb b b e 45

Tabla VIII. Concentraciones de los elementos traza (mg kg™® ww) en musculo e higado
del tiburdn azul (Prionace glauca), muasculo e higado del calamar (Dosidicus gigas) y
langostilla (Pleuroncodes Planipes)........c.coicieiieiecie e 46



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Concentraciones (mg kg™ peso seco, dw) de los elementos traza en tejidos del
tiburén azul (Prionace glauca), calamar gigante (Dosidicus gigas) y langostilla
(Pleuroncodes planipes) capturados en Baja California Sur. ...........c.ccoovveieieienciinene 78

Anexo 2. Concentraciones (mg kg™ ww) de elementos traza reportados por tejido para
diferentes eSpecies de tIDUIONES. ........c.covei i e 79

Anexo 3. Oxidative stress indicators and trace elements in the blue shark (Prionace glauca)
off the east coast of the Mexican Pacific OCEAN. .........covrereriiiiirireie e 82

Anexo 4. Trace elements and oxidative stress indicators in the liver and kidney of the blue
Shark (Prionace glauCa)..........c.civeiueiieiieeiie ettt te e reeee e e e e 83



LISTA DE ABREVIATURAS

CDNB 1-cloro 2,4 dinitrobenceno
DNPH 2 4-dinitrofenil hidrazina

ADN Acido desoxirribonucléico
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
HNO; Acido nitrico

TBA Acido tiobarbitdrico

TCA Acido tricloroacético

NADH Dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido
ASB AlbUmina sérica bovina

As Arsénico

Cd Cadmio

C Carbono

CAT Catalasa

cm Centimetro

CIBNOR  Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C.
CICIMAR Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas
Cu Cobre

ERO Especies reactivas de oxigeno

FB Factor de biomagnificacién

PMSF Fenil-metil-sufonil fluoruro

G6PDH Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

GSH Glutation

GSSG Glutation oxidado

GPx Glutatién peroxidasa

GR Glutation reductasa

GST Glutation S-transferasa

Hid Hembras inmaduras capturadas en diciembre
HMd Hembras maduras capturadas en diciembre
kg Kilogramo

LM Longitud del manto

LT Longitud total

Mid Machos inmaduro capturados en diciembre
MIm Machos inmaduro capturados en mayo
MDA Malondialdehido

Mn Manganeso

Hg Mercurio

THg Mercurio total

MT Metalotioneina

MeHg Metilmercurio 0 mercurio organico

m Metro

mL Mililitro

mg Miligramo


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico

mg mL™
NIST

NADPH
Ni

NBT
mg kg™
H,0,

dw
Ag
Pb
HO

Se
SOD
TBARS
UAF
Zn

Miligramos por mililitro; mg/mL

National Institute of Standards and Technology — Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia

Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducido
Niquel

Nitroazul de tetrazolio

Partes por millén: ppm; mg/kg (ug g™, Hg/g)
Peroxido de hidrogeno

Peso humedo; base hiumeda

Peso seco

Plata

Plomo

Radical hidroxilo

Radical superoxido

Selenio

Superoxido dismutasa

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
Universidad de Alaska campus Fairbanks

Zinc



Elementos Traza y Estrés Oxidativo en el Tiburén Azul

1 INTRODUCCION

Los tiburones al ser especies de larga vida, de lento crecimiento y depredadores tope,
juegan un papel importante en el intercambio energético del ambiente marino (Markaida y
Sosa-Nishizaki, 2010). EI tiburon azul, Prionace glauca (Linnaeus, 1758), es una de las
especies pelagicas mas abundantes que habita aguas templadas y tropicales (Strasburg,
1958; Nakano y Stevens, 2008; Stevens et al., 2010), que ha adquirido gran interées
comercial, al ser una de las especies mas capturadas por pesca incidental a lo largo de su
intervalo de distribucion (Stevens, 2005; Carvalho et al., 2008). En México, es una especie
objetivo que representa el 80% de la pesqueria artesanal de tiburon en Baja California Sur
(Carrera-Fernandez et al., 2010; lemanya, 2010). La mayoria de los organismos capturados
son tiburones inmaduros, generando una presion adicional para la especie (Sosa-Nishizaki
et al., 2008).

El tibur6n azul realiza migraciones verticales y horizontales asociadas a su
reproduccion, a la distribucién de sus presas y a la temperatura del agua (Stevens, 1976;
Stevens et al., 2010). En el Océano Pacifico norte, se presenta una segregacion por sexo y
estadios de madurez, de tal manera que los juveniles de ambos sexos estan distribuidos en
un area considerada de crianza, entre 35-45°N; las hembras adultas se distribuyen al norte
de esta area, y los machos adultos habitan aguas tropicales y subtropicales al sur del area
de crianza (Nakano, 1994; Nakano y Seki, 2003). Esta segregacion por talla sugiere que los
machos adultos son oceéanicos, mientras que las hembras son de habitos més costeros
(Litvinov, 2006). En Baja California Sur esta dispersion es corroborada por la pesca
artesanal, la cual estd basada en organismos juveniles, con proporciones sexuales entre
juveniles de 0.7 hembras: 1 macho y en los adultos de 0.5 hembras: 1 macho (Blanco-Parra
et al., 2008; Carrera-Fernandez et al., 2010). Adicionalmente, se ha encontrado que la
pesca de tiburdn azul es mas explotada durante el periodo de invierno — primavera (Blanco-
Parra et al., 2008; Carrera-Fernandez et al., 2010).
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La segregacion espacial y las migraciones del tiburdn azul se ven reflejadas en su dieta.
Se ha sugerido que, dependiendo del sexo y estadio de madurez, el tiburon azul presenta
preferencias por algunas presas y que existe un cambio en la preferencia alimenticia entre
invierno y primavera (Compagno, 1984; McCord y Campana, 2003; Hernandez-Aguilar,
2008). Las hembras de tiburon azul se alimentan mas de langostilla (Pleuroncodes
planipes), mientras que los machos consumen principalmente cefalépodos y peces
(Hernandez-Aguilar, 2008).

Una de las principales presas del tiburdn azul es el calamar gigante (Dosidicus gigas), el
cual tiene una importancia ecoldgica y econdémica en el area de Baja California Sur
(Aguilar-Castro, 2003). Adicionalmente, Salinas-Zavala et al. (2010) reportaron un
incremento en la abundancia de este calamar del 2004 al 2007, afirmando que esta especie
ha habitado la costa occidental de Baja California Sur al menos durante los Gltimos 30
afios. Por otra parte, la langostilla (P. planipes), un crustaceo de hébitos pelagico y
benténico, muy abundante a lo largo de la costa occidental de la Peninsula de Baja
California (Hernandez-Aguilar, 2008; Salinas-Zavala et al., 2010; De Anda-Montafiez et
al., 2013), es una presa de gran importancia en la dieta del tibur6n azul. Las altas
abundancias han convertido a la langostilla en un recurso disponible para sus depredadores
como atdn, jurel (Boyd, 1967), picudos (Abitia-Cardenas et al., 2002), calamar gigante
(Salinas-Zavala et al., 2010) y tiburones como el mako (Velasco-Tarelo, 2005), piloto
(Cabrera-Chéavez-Costa, 2003), y el tiburon azul (Hernandez-Aguilar, 2008).

La alimentacion puede contribuir a la concentracion de los elementos traza en un
depredador, ya que muchos de éstos son incorporados al organismo a través de la dieta
(Gupta, 2007). Los elementos traza presentes en tejidos del tiburén azul pueden provenir
del consumo de sus presas principales, los calamares y la langostilla (Tricas, 1979; Stevens,
2005; Blanco-Parra et al., 2008; Hernandez-Aguilar, 2008). La preferencia por un tipo de
alimentacion puede reflejarse en una acumulacion diferencial de elementos traza entre

sexos y estadio de madurez. Adicionalmente, los cefalopodos son considerados como
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vectores de transferencia de elementos traza como el Cd a sus consumidores (Bustamante
etal., 1998).

Los elementos traza son toxicos, persistentes y dificiles de biodegradar. Los
elasmobranquios son susceptibles de acumular en sus tejidos concentraciones importantes
de elementos, como el mercurio (Hg) (Storelli et al., 2001; Storelli et al., 2002;
Pethybridge et al., 2010), arsénico (As) (Storelli y Marcotrigiano, 2004; Storelli et al.,
2005), cobre (Cu) y zinc (Zn) (Lowmanm et al., 1996). Por lo anterior, los tiburones
pueden ser potenciales indicadores de contaminacion ambiental (Marcovecchio et al.,
1991; Vas, 1991).

El tiburdn azul al ser una especie objetivo en las pesquerias de México y en el mundo, es
una especie altamente consumida como recurso pesquero (CONAPESCA, 2010; Cartamil
et al., 2011), lo cual puede afectar la salud humana. La presencia de Hg en los peces es la
principal ruta de exposicion para los humanos (Wagemann et al., 1998; Berntssen et al.,
2004). El calamar gigante también es una especie importante como recurso pesquero en la
region (Salinas-Zavala et al.,, 2010), mostrando una tendencia a acumular altas
concentraciones de Cd en sus tejidos, lo cual puede ser perjudicial para el consumo humano
(Bustamante et al., 1998). Por lo anterior, organizaciones nacionales (norma oficial
mexicana NOM 242-SSA1) e internacionales (Organizacion Mundial de la Salud, OMS)
han establecido limites permisibles para las concentraciones de elementos traza (e.g. Hg,
Cd, As) en organismos marinos procedentes de la pesca artesanal e industrial que son

empleados para consumo humano como peces y moluscos.

Los elementos traza pueden tener efectos letales si se encuentran en exceso en los
organismos (Furness y Rainbow, 1990; Beyersmann, 1991; Abele, 1996). Estos elementos
pueden generar alteraciones fisicas y metabdlicas que afectan 6rganos como el rifion, e
incluso sistemas como el nervioso, el respiratorio o el reproductivo, mediante la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Hodgson, 2004). El efecto de estas ERO se
pueden minimizar o evitar por la accion de los antioxidantes. Los antioxidantes son

cualquier tipo de molécula que previene la generacion de ERO, los remueve, bloquea o
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neutraliza, y repara el dafio oxidativo producido por éstas (Halliwell y Gutteridge, 2007).
La accion de los antioxidantes balancea el efecto de las ERO evitando que se genere estrés
oxidativo o dafio a los lipidos, proteinas (carbonilos proteicos) y ADN de los diferentes

tejidos de un organismo.

Los antioxidantes y los elementos traza interactian de diferentes formas. Por ejemplo, la
metalotioneina (MT) es una proteina con funcion antioxidante que regula la
biodisponibilidad de elementos como cadmio (Cd), Cu, Hg, Zn y plata (Ag) (Hodgson,
2004). El selenio (Se) es un elemento traza que participa en la formacién y la utilizacion
del glutation (GSH), un antioxidante que protege a las células del dafio oxidativo
(Beyersmann, 1991). EIl Cu y el Zn actian como elementos cataliticos y de estabilidad para
la actividad de la enzima antioxidante superoxido dismutasa (SOD) (Gémez y Cuevas,
2008).

El estudio de los indicadores de estrés oxidativo puede contribuir a determinar el dafio
que ocasionan los elementos traza en los organismos marinos; sin embargo, este tipo de
estudios son escasos en elasmobranquios (Velez, 2009). La escasa integracion de
conocimientos sobre la concentracidn de elementos traza, sus potenciales efectos (a través
de la cuantificacion de indicadores de estrés oxidativo) y los factores (edad, sexo y dieta)
que pueden alterar, tanto la concentracion de los elementos como sus efectos, resalta la
necesidad de realizar este tipo de estudios en el tiburdn azul y de realizar un seguimiento
que permita crear medidas necesarias para su proteccion, cuidado y en el caso de ser
necesario, evitar los efectos toxicos en la poblacion humana que consume este recurso en

México.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar la concentracion de los
diferentes elementos traza en el musculo, higado y rifion del tiburon azul con el fin de
conocer la respuesta fisiolégica mediante el empleo de indicadores de estrés oxidativo. Esto
permitira aportar informacién base acerca del tiburén azul, indirectamente del ecosistema,

y estimar valores de su salud teniendo en cuenta informacion especifica generada por sexo,
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estadio de madurez y la posible influencia de sus presas potenciales: el calamar gigante y la

langostilla.

2 ANTECEDENTES

2.1 Tiburon azul, Prionace glauca

El tiburon azul se caracteriza por presentar un cuerpo delgado y fusiforme, un hocico
largo y estrechamente redondeado y los ojos con parpados nictitantes (Compagno et al.,
1995). El tiburdn azul presenta dientes anchos, aserrados, triangulares y encorvados en la
mandibula superior y dientes méas angostos en la inferior (Compagno et al., 1995). La
primera aleta dorsal se ubica hacia la parte media del cuerpo, mas cerca de la base de las
aletas pélvicas que de las pectorales, las cuales son muy largas, angostas y levemente
falciformes; el pedunculo caudal presenta a cada lado una débil quilla (Compagno et al.,
1995). El dorso del cuerpo presenta una coloracion azul oscuro, azul intenso en los flancos
y blanco en el vientre; el color azul cambia a parpura negruzco después de la muerte. Se ha
registrado como talla maxima 380 cm de longitud total (LT) (Compagno et al., 1995) (Fig.
1).

Figura 1. Tiburdn azul, Prionace glauca. Tomado de www.discoverlife.org

Por su reproduccidn, los tiburones de esta especie son catalogados como organismos
placentarios viviparos con un periodo de gestacion de 9 a 12 meses, generando

aproximadamente 35 crias por ciclo reproductivo con una talla de 35 a 50 cm LT (Stevens,
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2005). En la mayoria de las areas su reproduccion es estacional; las crias nacen entre la
primavera y el verano (Stevens, 2005; Carrera-Fernandez et al., 2010). Estudios de edad
revelan que el tiburén azul puede llegar a vivir 20 afios, y se propone una edad de madurez
de 4 a 6 afios en machos y de 5 a 7 afios en hembras (Stevens, 2005). Sin embargo, en el
océano Pacifico mexicano se ha estimado una talla de madurez de 180 cm LT en machos y
de 200 cm LT en hembras (Carrera-Fernandez, 2003). Con base en los anillos de
crecimiento de las vértebras, las longitudes reportadas para la talla de madurez
corresponderian de 5 a 7 afios en los machos y de 8 a 10 afios en las hembras (Blanco-
Parra, 2003).

El tiburén azul es uno de los tiburones con mayor intervalo de distribucion, abarcando
mares tropicales y templados, siendo el tiburdn pelagico mas abundante en el Océano
Pacifico Norte. Esta es una especie pelagica y oceanica que normalmente habita aguas
superficiales y alrededor de los 350 m de profundidad (Stevens, 2005); sin embargo, se han

registrado tiburones azules a profundidades hasta de 654 m (Carey et al., 1990) (Fig. 2).

Figura 2. Distribucion del tiburdn azul, Prionace glauca. Tomado de Stevens, 2005.
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El tiburén azul se alimenta principalmente de calamares, peces y langostillas,
encontrando diferencias en la dieta entre sexos (Compagno, 1984; Blanco-Parra, 2003;
McCord y Campana, 2003; Hernandez-Aguilar, 2008). Sin embargo, la dieta también
puede variar de acuerdo al lugar donde se encuentre, a la abundancia y tipo de las presas
potenciales, ya que este tiburon ha sido catalogado como especialista y oportunista
(Henderson et al., 2001; Pardo-Gandarillas et al., 2007). La mayoria de las presas del
tiburén azul son peldgicas, pero también se han reportado peces bentdnicos en los
contenidos estomacales. Este tiburon se alimenta las 24 horas del dia, pero las horas de

mayor actividad son en el atardecer y en la noche (Sciarrotta y Nelson, 1977).

En el Océano Atlantico norte, el tiburon azul se alimenta principalmente de peces
pelagicos (McCord y Campana, 2003) y en el Atlantico sur tanto de peces como de
cefalépodos (Bornatowski y Schwingel, 2008). En el océano Pacifico, los juveniles del
tiburén azul se alimentan principalmente de peces (Engraulis ringens) y cefalépodos
(Dosidicus gigas) (Pardo-Gandarillas et al., 2007). En el Pacifico noroccidental las
principales presas del tiburén azul son los cefalopodos mesopelagicos y batipelagicos, asi
como pequefios peces mictofidos (Kubodera et al., 2007). Los estudios tréficos sugieren
que el tiburén azul es un depredador tope presentando un nivel tréfico de 3.8 a 4.1 con base
en el algoritmo propuesto por Christesen y Pauly (1992) (Christesen y Pauly, 1992; Cortés,
1999; Hernandez-Aguilar, 2008).

2.2 Indicadores de estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como una situacién de desequilibrio entre los prooxidantes
y los antioxidantes que induce dafio oxidativo (Sies, 1985). Dentro de los prooxidantes se
incluyen a las especies reactivas de oxigeno (ERO) y los radicales libres, los cuales son
moléculas, &tomos o grupos de atomos con una alta capacidad reactiva (Chihuailaf et al.,
2002; Konigsberg, 2008). El radical superoxido (O,”) es una de las ERO generadas por
diversos sistemas bioldgicos (Konigsberg, 2008) y es un radical libre altamente tdxico

debido a que dafa las proteinas que contienen centros Fe-S, como la succinato
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deshidrogenasa, el dinucle6tido de nicotinamida y adenina reducido (NADH) y la
ubiquinona oxidorreductasa, pero también puede generar otras ERO como el perdxido de
hidrégeno (H,0,) (Konigsberg, 2008). Este ultimo es una de las ERO mas estables; sin
embargo, puede reaccionar con algunos metales de transicion y generar otras especies mas
reactivas, como el radical hidroxilo (HO") (Konigsberg, 2008). EI HO" es una especie
quimica cuya reactividad oxidante esta limitada solo por su nivel de difusion, de tal forma
que en las células tiene la capacidad de reaccionar rapidamente con cualquier molécula
(Halliwell y Gutteridge, 2007).

El sistema antioxidante constituye el mecanismo por el cual los organismos aerdébicos
contrarrestan el efecto dafiino de las ERO, que incluye defensas enzimaticas y no
enzimaticas (Halliwell y Gutteridge, 2007; Konigsberg, 2008). La SOD es una familia de
enzimas que catalizan eficazmente la dismutacion del O," a H,O, y agua (Fridovich, 1998).
Los miembros de esta familia incluyen SOD dependiente de Fe (Fe-SOD), SOD
dependiente de manganeso (Mn-SOD), SOD dependiente de niquel (Ni-SOD) y SOD
dependiente de cobre y zinc (Cu, Zn-SOD) (Gomez y Cuevas, 2008). En esta ultima, la
presencia de Zn le da estabilidad a la molécula y el Cu contribuye a la funcion catalitica
(Gomez y Cuevas, 2008).

Catalasa (CAT) es una enzima con actividad peroxidasa que se encarga de descomponer
el H,0; en agua y oxigeno (Peraza, 2008). El sitio activo de la CAT tiene asociados &tomos
de Fe, pero también se ha descrito la seudocatalasa 0 CAT dependiente de Mn, que tiene
atomos de Mn en su centro catalitico (Peraza, 2008). En mamiferos, la expresion de la CAT
es elevada en higado y eritrocitos, alta en tejido adiposo y rifion, moderada en el pancreas y

pulmones, y baja en suero, corazon y cerebro (Peraza, 2008).

La enzima glutation peroxidasa (GPx) es una selenoproteina antioxidante que requiere
de GSH para reducir el H,0, a agua (Cardenas-Rodriguez et al., 2008). GPx es el nhombre
genérico de una familia de isoenzimas caracterizadas por estar conformadas por una

selenocisteina, una glutamina y un triptéfano (Cardenas-Rodriguez et al., 2008). Algunas
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isoenzimas de GPx como la citosolica, gastrointestinal, plasmatica y fosfolipidica,

dependen del Se (Cardenas-Rodriguez et al., 2008).

La glutation reductasa (GR) es una enzima que participa en la regeneracion de GSH
mediante la reduccién del glutation oxidado (GSSG); para ello, GR utiliza el NADPH
producido por diferentes sistemas enzimaticos, como el de la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) (Cardenas-Rodriguez et al., 2008). La glutation S-transferasa
(GST) es una superfamilia de enzimas que, combinada con GSH, actla sobre xenobioticos
(contaminantes) (Halliwell y Gutteridge, 2007). Normalmente, GST se encuentra en el
higado y puede metabolizar aldehidos citotdxicos que se generan por la peroxidacién de
lipidos (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Si las ERO no son balanceadas por los antioxidantes intracelulares pueden causar dafio
oxidativo a los tejidos (Abele y Puntarulo, 2004; Halliwell y Gutteridge, 2007) (Fig. 3).
Este dafio se puede presentar en proteinas, lipidos y en la cadena de ADN. La peroxidacion
de lipidos es un proceso de reacciones en cadena, empezando cuando un lipido adquiere un
atomo de hidrégeno (de una ERO) para formar un radical libre lipidico, el cual puede
reaccionar con otra molécula lipidica, y asi sucesivamente hasta que se parea con otro
radical lipidico para formar una molécula no radical (Martinez-Cayuela, 1998; Bragadottir,
2001). La susceptibilidad al dafio oxidativo, la concentracion de antioxidantes no
enzimaticos y la actividad enzimatica antioxidante varian de acuerdo a la funcién y
estructura de los diferentes tejidos en los organismos (Fidan et al., 2008; Cantu-Medellin et
al., 2009).

En elasmobranquios se han reportado pocos estudios enfocados a los indicadores de
estrés oxidativo. En tiburones y rayas los niveles de peroxidacion de lipidos, cuantificados
como la concentracién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) y la
actividad de las enzimas antioxidantes SOD y CAT son mayores en higado, quiza debido al
metabolismo y consumo de oxigeno de este tejido (Filho y Boveris, 1993). La actividad de
la SOD y CAT es mayor en musculo rojo que en musculo blanco, mientras que la actividad

de SOD es mayor en rayas que en tiburones y en peces teledsteos (Filho y Boveris, 1993).
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Adicionalmente, se ha reportado que la ausencia de la actividad de CAT en la sangre del
tiburdon Squalus acanthias puede contribuir a los niveles observados de peroxidacion de
lipidos (Rudneva, 1997). Los niveles de TBARS en elasmobranquios son de 6 a 35 veces
mayores que en peces teledsteos (Rudneva, 1997). La produccion de O, y las defensas
antioxidantes del musculo esquelético de tiburones parecen estar asociadas a la capacidad

de nado de cada especie (Lopez-Cruz et al., 2010).

Fe(Ill) + OH + *OH Dafio oxidativo
Fe (II) Reaccion Fenton o L,
GST Detoxificacion
CAT H,0 + 0,
2GSH NADPH
& H,0,

Generacion de G6PDH

GPx N &R N
7 7

SOD
ERO Q‘j H,0
: GSSG nADP”
0," + H,0,
Fe(ll) Reaccion de Haber-Weiss
O,+ OH" + *OH Dafio oxidativo

Figura 3. Defensas antioxidantes de las enzimas ante la presencia de especies reactivas de
oxigeno. ERO: Especies reactivas de oxigeno; SOD: Superdéxido dismutasa; CAT:
Catalasa; GPx: Glutation peroxidasa; GST: Glutation S-transferasa; GSH: glutatidn
reducido; GSSG: glutation oxidado; GEBPDH: glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. O," radical
superoxido; H,O,: peréxido de hidrégeno; HO™ radical hidroxilo. Modificado de Hermes-
Lima (2004).

2.3 Elementos traza y su potencial efecto cuantificado mediante los indicadores de

estrés oxidativo

Algunos estudios reportan la concentracion de diferentes elementos traza en tejidos de
tiburones pelagicos (Anexo 2). La acumulacion de elementos traza en peces ocurre
principalmente en el musculo, mediante la union del metal a las proteinas (e.g.

metalotioneina, MT) (Nufiez-Nogueira et al., 1998; Storelli et al., 2003). Sin embargo,



11

Elementos Traza y Estrés Oxidativo en el Tiburon Azul

también otros oOrganos, como el higado, rifion, pancreas, branquias o sangre, pueden

acumular elementos traza (NUfiez-Nogueira et al., 1998; Berntssen et al., 2004).

Las concentraciones de arsénico (As) y Cd en higado de machos del tiburén martillo
(Sphyrna zygaena) del Mar Mediterraneo son 44.22 + 2.22 y 19.77 + 1.29 mg kg™ peso
himedo (ww), respectivamente; estos niveles se atribuyen a que ambos elementos se
acumulan en la cadena tréfica y presentan niveles altos en cefalépodos y camarones, que
son una parte del alimento del tiburon martillo (Storelli et al., 2003). Las concentraciones
de Zn y Cu en el higado del tiburén martillo (26.66 + 1.85 y 6.06 + 1.2 mg kg™ ww,
respectivamente) se atribuyen a que éstos son elementos esenciales y juegan un papel

importante en el metabolismo de los organismos (Storelli et al., 2003).

El Hg es un elemento que se encuentra de forma natural en el ambiente (Gupta, 2007).
Existen muchas formas de Hg que varian de acuerdo a su fuente; por ejemplo, cuando se
combina con el carbono (C) forma mercurio organico, como metilmercurio (MeHg),
etilmercurio, fenilmercurio, entre otros. El MeHg es la forma mas toxica del Hg, tiende a
acumularse en los animales tope de las cadenas tréficas y tiene una alta afinidad a los
grupos tiol y sulfidrilo de las proteinas, por lo que puede inactivar enzimas y proteinas
estructurales, afectar el transporte de proteinas, inducir estrés oxidativo, disminuir la
concentracion del GSH, y alterar el metabolismo de los grupos hemo y la sintesis de
proteinas (Gupta, 2007).

Garcia-Hernandez et al. (2007) analizaron niveles de Hg en varias especies de tiburones
y rayas en el Golfo de California, encontrando valores (hasta 20.83 mg kg™ ww) por
encima de lo permitido por la norma sanitaria de México (NOM 242-SSA1, 2009) (1 mg
kg™). Maz-Courrau y Lépez-Vera (2006), basandose en el factor de biomagnificacién (FB)
propuesto por Gray (2002), reportaron que de las presas potenciales de los tiburones en las
costas de la peninsula de Baja California Sur, el calamar (D. gigas) es el que tiene una
mayor contribucion de Hg, seguido por la langostilla (P. planipes) y otras presas
secundarias incluyendo algunos peces. Adicionalmente, se ha sugerido que en tiburones

existe una correlacion directa de la biomagnificacion con el sexo y talla, y que los niveles



12
Angélica Ma. Barrera-Garcia

de Hg en masculo exceden los niveles permitidos por la norma oficial mexicana (1 mg kg

1), excepto en el tiburén azul (Maz-Courrau y Lépez-Vera, 2006).

El consumo de Hg inorganico en dosis de 10 mg kg’ reduce la absorcién de
aminoacidos y azucares en el intestino, inhibe la actividad de las enzimas intestinales,
reduce la longitud del intestino y genera hinchazon del mismo en el salmoén del atlantico
(Salmo salar L.) (Berntssen et al., 2004). En el salmon del atlantico, el Hg aumenta la
concentracion de TBARS y disminuye la actividad de SOD y GPx (Lushchak, 2012). La
intoxicacion por Hg se caracteriza por la ausencia de enzimas especificas en el higado y
riidn, como aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa, sugiriendo dafio en
dichos tejidos (Berntssen et al., 2004). En los peces, el cerebro es mas vulnerable a la

presencia del Hg que en otros tejidos, como el higado o el rifion (Lushchak, 2012).

El Cd y el plomo (Pb) pueden transmitirse a través de la cadena trofica (Elorriaga-
Verplancken y Aurioles-Gamboa, 2008; Fidan et al., 2008). Estos dos elementos traza
pueden ser afectados por factores ambientales como el pH, oxigeno disuelto o temperatura
(Wang, 1987; Hodgson, 2004). El Pb es un elemento toxico asociado a la actividad humana
(Gupta, 2007). En un organismo, el Pb se une a los grupos sulfidrilo y nucleofilicos
alterando el metabolismo del calcio y de la vitamina D; adicionalmente, contribuye al
estrés oxidativo e interfiere con los procesos enzimaticos de los grupos hemo, llegando a
ocasionar anemia (Gupta, 2007). En humanos, la presencia de Pb puede incrementar la
formacion de O, vy, al tener afinidad con los grupos sulfidrilo de las proteinas, puede
inhibir la accion del GSH. En musculo de tiburon mako se encontr6 una correlacion directa

entre la concentracion de Pb y la actividad de GPx (Velez, 2009).

El Cd es un elemento divalente de transicion y usualmente se encuentra como un
mineral en combinacion con otros elementos (Valko et al., 2005). En animales, la
exposicion a Cd es por ingestién; sin embargo, al estar unido a la MT puede estar menos
disponible para ser absorbido (Gupta, 2007). Dentro de un organismo, el Cd es
transportado en el plasma unido a la aloumina y distribuido a todo el cuerpo; su mayor

concentracion se encuentra en el higado y los rifiones, ya que tejidos como el madsculo y los
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huesos no acumulan este elemento (Gupta, 2007). En las células, el Cd libre se une a los
grupos sulfidrilo de las proteinas alterando su ciclo redox y disminuyendo la concentracién
del GSH (Halliwell y Gutteridge, 2007). En mdsculo de tiburon mako se reportd un
correlacion inversa entre la concentracion de Cd y la actividad de GPx (Velez, 2009).

El Zn es un elemento esencial en la nutricion de los organismos y componente de 20
metaloenzimas (Halliwell y Gutteridge, 2007). El Zn es absorbido principalmente por el
duodeno y el intestino (Valko et al., 2005). Una vez absorbido, el Zn se une a la albumina 'y
a las macroglobulinas, y es transportado al higado, rifion y pancreas (Gupta, 2007). Su
concentracion en estos tejidos, asi como en el musculo puede inducir la produccién de la
MT (Valko et al., 2005; Gupta, 2007). El Zn es parte de la molécula Cu, Zn-SOD y puede
prevenir la formacion del HO', puede inducir factores de transcripcion de metaloproteinas
como la MT que, a su vez, previenen la accion de otros elementos traza (Valko et al.,
2005). Sin embargo, el deficit de Zn en el organismo esta relacionado con la produccion de
ERO vy puede inducir dafio a lipidos, proteinas y ADN en ratas y otras especies (Valko et
al., 2005).

El Cu es un elemento empleado por el hombre para elaborar cables y componentes
electronicos, pero también es un elemento esencial para plantas y animales; interactla con
muchas enzimas dependientes de Cu, como la citocromo C oxidasa y SOD (Gupta, 2007).
La ingesta es la ruta por la que el Cu se incorpora al organismo, es absorbido por el
intestino y transportado en la sangre por la albumina y la transcupreina, las cuales reducen
los efectos oxidativos del Cu divalente (Gupta, 2007). La MT y el GSH se unen al Cu libre
evitando que participe en la sintesis de ERO y en la induccion del dafio oxidativo (Valko et
al., 2005). En peces loros (Sparus aurata) y bailarinas (Carassius auratas) la presencia de
Cu incrementa la actividad de SOD y GST, disminuye la actividad de CAT y GPx vy, en
consecuencia, aumenta la concentracion de TBARS en tejidos como el intestino y las
branquias (Lushchak, 2012).

El Fe es abundante en la tierra, presenta formas que varian en el agua de forma natural.

Fe*? es la forma facilmente oxidable del elemento y se encuentra en altas concentraciones
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en los fluidos hidrotermales (Furness y Rainbow, 1990). Este es un elemento esencial, ya
que contribuye al transporte de oxigeno en la hemoglobina y mioglobina y participa en
reacciones bioldgicas de oxido-reduccion, incluyendo la fotosintesis (Halliwell vy
Gutteridge, 2007). Un exceso de Fe y procesos de oxidacion de Fe*? a Fe**, inhabilitan a la
hemoglobina para transportar oxigeno. Las metaloproteinas son las encargadas de evitar
que los elementos traza (Fe, en este caso en particular) donen un electrén para formar una
ERO como el HO" e inicie el dafio oxidativo (Gupta, 2007). La forma quimica Fe*? se
puede absorber por el tracto gastrointestinal y transformarse a Fe*® en el suero, en donde se
une a la transferrina (Gupta, 2007). En peces bailarinas (C. auratas) Fe™ reduce la
actividad de la CAT, GST, GR y aumenta el dafio a proteinas (carbonilos proteicos) en

tejidos como el higado y el rifion (Lushchak, 2012).

Las normas oficiales mexicanas han establecido limites mé&ximos de concentraciones de
elementos traza en los productos de animales marinos destinados para el consumo humano
(Tabla 1). Sin embargo, la escasez de informacion sobre los niveles de elementos traza en
tejidos de tiburones sugiere la necesidad de realizar un seguimiento con el fin de crear
medidas necesarias para su proteccién, cuidado y, en caso de ser necesario, evitar los

efectos toxicos en la poblacion consumidora de este recurso en México y en el mundo.

Tabla I. Limite maximo de la concentracion de elementos traza establecido por la NOM
242-SSA1, NOM 027-SSAL, la Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos
(US Food and Drug Administration, FDA) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para consumo de organismos marinos.

Elementotraza  Concentracién limite Grupo de organismo
Mercurio (MeHg) 1 mgkg™ Peces
0.5 mg kg™ Otras especies
Cadmio 2 mg kg™ Moluscos
0.5 mg kg™ Otras especies
Plomo 1 mg kg™ Moluscos
0.5 mg kg™ Peces y otras especies

Arsénico 80 mg kg™ Moluscos, crustaceos y bivalvos
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3 JUSTIFICACION

El tiburén azul es una especie de importancia debido a que no se tiene informacion
relevante del estado de su poblacion, esta siendo afectada por la alta explotacion pesquera
para consumo humano y, al ser un depredador tope y una especie longeva, tiende a
acumular contaminantes, como los elementos traza, en sus tejidos, que pueden llegar a ser
nocivos para su salud y alterar marcadores fisiologicos como los indicadores de estrés
oxidativo, por lo cual ha sido considerada como una especie bioindicadora de la salud del
ecosistema donde habita. Por lo anterior, es importante generar informacion base sobre la
concentracion de elementos traza que el tiburén azul acumula en sus tejidos, al igual que
determinar alteraciones fisiologicas y/o crear bases de los diferentes indicadores de estrés

oxidativo.

Esta informacidn servird como referencia para futuros estudios, como base para generar
un monitoreo de las condiciones ambientales para la especie y su entorno y, de esta manera,
desarrollar planes de conservacién y manejo para el tiburon azul. Adicionalmente, esta
informacidn podra ser util para determinar las posibles implicaciones en la salud humana

por el consumo de este recurso pesquero.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Conocer la respuesta fisioldgica, en términos del estrés oxidativo, causada por la

concentracion diferencial por sexo y estadio de madurez de los elementos traza en los

tejidos del tiburdn azul (Prionace glauca).

4.2 Objetivos especificos

>

Determinar las concentraciones de los elementos traza (Cd, Cu, Zn, Fe, Pb, Hg, Ag,

Se, As) en musculo, higado y rifién del tiburon azul.

Medir la actividad de las enzimas SOD, GST, GR, GPx y CAT como indicadores de

las defensas antioxidantes en musculo, higado y rifién del tiburon azul,

Determinar la produccién del O,” (como indicador de la presencia de ERO) en

masculo, higado y rifién del tiburén azul.

Establecer los niveles de peroxidacién de lipidos y carbonilos proteicos como

indicadores del dafio oxidativo en masculo, higado y rifién del tiburdén azul.

Determinar las concentraciones de elementos traza en las presas potenciales
(Dosidicus gigas y Pleuroncodes planipes) del tiburén azul, asi como recopilar
referencias de las concentraciones de elementos traza en otras presas del espectro

tréfico del tiburdn azul.
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5 HIPOTESIS

» Debido a la segregacion espacio-temporal y a las preferencias alimenticias
reportadas por sexos y estadio de madurez del tiburén azul, pueden existir
diferencias significativas entre machos y hembras, asi como entre juveniles y
adultos en la concentracion de los elementos traza. Como respuesta a la
concentracion diferencial, se espera observar un aumento en los indicadores de
estrés oxidativo (produccion de especies reactivas de oxigeno, actividad
antioxidante y dafio oxidativo a lipidos y proteinas) entre machos y hembras, asi

como entre juveniles y adultos.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio

La costa occidental de la peninsula de Baja California Sur es un area influenciada por
dos grandes corrientes. La corriente de California proveiene del norte, desde la costa oeste
de Estados Unidos hasta Baja California Sur, trayendo aguas frias y es predominante en la
época de invierno y primavera, y la corriente norecuatorial que aporta aguas calidas desde

el sur, predomina en las épocas de verano y otofio (De La Lanza, 2001).

Las surgencias son un aspecto importante en esta area, debido a que permiten que la
zona sea mas productiva por el abastecimiento de nutrientes. Esta caracteristica estd
presente todo el afio; sin embargo, es mas notorio en el primer semestre del afio (Longhurst,
1967; Norton et al., 1985). Adicionalmente, la costa occidental de Baja California Sur es
un area que no se ha visto influenciada por contaminacion antropogénica, ya que no existe
la presencia de industrias o agricultura a gran escala que ocasionarian descarga de

contaminantes a la costa (Maz-Courrau y Lopez-Vera, 2006).

6.2 Fase de campo

Las muestras de tejidos de tiburdn azul se colectaron en el campo pesquero de Punta
Belcher, cercano al puerto de San Carlos durante el afio 2009 (Fig. 4) mediante la captura
proveniente de la pesca artesanal de tiburones, la cual se realiza por medio de palangres
con carnada. Se obtuvieron datos morfométricos, sexo y estadio de madurez de cada
tiburén muestreado. Se extrajeron aproximadamente 10 g de higado, rifion, y mdsculo de la
parte posterior de la cabeza. El estadio de madurez fue asignado bajo el criterio de Pratt
(1979); los tiburones machos con gonopterigio o clasper calcificado y con rotacion, y
hembras con embriones en el Utero, huevos fertilizados u ovarios desarrollados, fueron

considerados como adultos.
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Los calamares (D. gigas) se colectaron en el campo pesquero Punta Lobos durante mayo
del 2010, mediante la pesca artesanal, por medio de poteras. De cada organismo se
registraron datos morfométricos y se extrajeron aproximadamente 10 g de musculo y

hepatopancreas.

25°42° N

22°50° N

112°18° W 109°22° W

A: Punta Belcher; B: Punta Lobos

Figura 4. Lugares de colecta de las muestras de tiburén azul (Prionace glauca) y calamar
gigante (Dosidicus gigas) en Baja California Sur, México. A: Punta Belcher; B: Punta
Lobos. Tomado y modificado de Google Earth.

La langostilla (P. planipes) se obtuvo de los cruceros de investigacion a bordo del B/l
BIP XII; estos datos pertenecen al informe técnico Sagarpa-CONACyYT No. 19 (De Anda et
al., 2007). Los datos utilizados en este estudio corresponden a los obtenidos a partir del
crucero 3, el cual se llevo a cabo en Noviembre del 2005, de las estaciones ubicadas cerca a
los campos pesqueros de Punta Belcher (24° 15° N y 112° 05” W) a profundidades desde 95
m hasta 344 m.

Todas las muestras de tiburdn azul y calamar se almacenaron en bolsas de plastico
dentro de un contenedor con hielo, y se transportaron al laboratorio. Una vez en el



20
Angélica Ma. Barrera-Garcia

laboratorio se almacenaron en un congelador (-20°C) en el laboratorio de Ecologia de Peces
del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR) hasta su posterior analisis.
Las muestras de langostilla se congelaron (-20 °C), y se transportaron al laboratorio. Una
vez en el laboratorio se almacenaron en un congelador (-80°C) en el laboratorio de Estrés
Oxidativo (Salud Ambiental y Biomedicina) en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, S.C. (CIBNOR) hasta su analisis.

6.3 Fase de laboratorio

6.3.1 Elementos traza

La determinacién de los elementos traza Cd, Cu, Zn, Pb y Fe se realiz6 en el
Laboratorio de Absorcion Atomica en el CIBNOR. Para la determinacion de Cd, Cu, Zn,
Pb and Fe se pesaron aproximadamente 5 g de los diferentes tejidos de tiburon y de
calamar. Se hizo un homogenizado de 3 langostillas para obtener la cantidad de muestra
necesaria para llevar a cabo los analisis. Las muestras se llevaron a una estufa a 60°C
durante 72 h con el prop6sito de deshidratarlas. Se registré el peso himedo y el peso seco
con el fin de determinar la humedad, transformar y reportar los datos en mg kg™ de peso

hamedo (ww).

Para la digestion de las muestras se emple6 un digestor electromagnético (CEM Mars
5x, Matthew, NC, U.S.A.), compuesto por un carrusel de 16 vasos de teflon, en los cuales
se coloco aproximadamente 0.3 g de muestra seca y se le adiciond 2 mL de H,0, (30%) y 5
mL de &cido nitrico (HNO3) con el fin de eliminar los residuos y la materia organica.
Posterior a la digestion y una vez enfriada la muestra, se transfiri a viales de plastico de 50
mL y se aforaron a 50 mL con agua desionizada para finalmente ser leido en el
espectrofotometro de absorcion atomica (GBS Scientific AVANTA, Dandenog, Australia)

mediante flama aire/acetileno.

Para la validacion de los datos, se empled el estdndar de referencia TORT-2
(hepatopancreas de langosta) del National Research Council of Canada. Todos los anélisis
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de muestras se realizaron por triplicado. El limite de deteccién (MDL) fue 0.017 mg kg *

para Cd y Cu, 0.021 mg kg * para Zn, 0.074 mg kg * para Pb, y 0.65 mg kg—1 para Fe.

La determinacion de los elementos traza As, Ag, Hg y Se, se realizo en el Laboratorio
de Wildlife Toxicology en la Universidad de Alaska campus Fairbanks (UAF). Para
determinar la concentracion de mercurio total (THg) se tomd una sub-muestra de
aproximadamente 3 g del tejido en bolsas de plastico (Nasco Whirl-Pack, capacidad 2
onzas) etiquetadas. Posteriormente, las muestras se liofilizaron por 72 horas (Freeze Dry
System /Freezone 4.5 Lab conco, Kansas City, MO, USA). Se tomé el peso seco con el
cual se determiné el porcentaje de humedad de la muestra para transformar los datos a peso
himedo. Se homogenizé el tejido seco mediante el empleo del equipo DMA-80 (Direct
Mercury Analizer, Milestone Inc, Shelton, CT, USA), para lo cual se pesaron de 10 a 35
mg de tejido y se colocaron en el carrusel del equipo (Knott et al., 2011). Para la
calibracion del equipo se utilizaron 2 ng de Hg a 100 mg kg™ (20 pL). Como material de
referencia se emplearon DORM-3 (musculo del tiburon espinoso), DOLT-4 (higado del
tiburdn espinoso) y TORT-2 establecidos por el National Research Council of Canada. Los
datos se reportan en mg kg™ de peso htimedo (ww). El limite de deteccién (MDL) fue 0.02
mg kg para Cd.

Para la determinacion de la concentracion de Se, As y Ag mediante absorcion atomica,
se tomd una sub-muestra de aproximadamente 0.5 g y se coloco en viales de plastico de 50
mL rotulados. Para la digestion, la muestra se coloc6 en los vasos de teflon del horno
(Multivawe 300 Microvawe Sample Preparation System, Anton Para, Austria, Europe) y se
adicionaron 6 mL de HNO;3 (70%) y 2 mL de H,0O, al (30%) (Baker Analyzed A.C.S
Reagent Stabilized). La muestra digerida se envaso en viales de plastico de 50 mL y se
afor6 con agua destilada a 20 mL. En cada corrida de digestiones se emplearon los
materiales de referencia DOLT-4 y trucha del Lago Superior (Lake Superior Fish - LSF)
del National Research Council of Canada y el National Institute of Standards and
Technology (NIST) y una mezcla enriquecida, la cual es una solucion de HNO3; (2%) que
contiene 31.49 ng g™ de As, 4.25 ng g™ de Agy 28.33 ng g de Se. Para la lectura de As y
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Ag se empled un espectrometro de absorcion atdmica (Atomic Absorption Spectroscopy,
PerkinElmer Instruments, Shelton, CT, USA) con horno de grafito (Graphite Furnace +
Autosample (AS) 93). Todos los analisis de muestras se realizaron por triplicado. Los
resultados se expresan en mg kg™ de peso himedo (ww). Los limites de deteccion
empleados fueron 0.01 mg kg™ para Ag y 0.02 mg kg™ para As.

Para la determinacion de Se, se pesaron aproximadamente 2 g (2 mL) del producto de la
primera digestion y se colocaron en los vasos de teflon adicionandoles 3 mL de agua
destilada y 5mL de HCI (37%) (OmniTrace). Las muestras se digirieron mediante el
empleo de un horno (Multivawe 300 Microvawe Sample Preparation System, Anton Para,
Austria, Europe). La muestra digerida se envaso en viales de plastico de 50 mL y se aford
con agua destilada a 20 mL. Para su lectura se empled el espectrometro de absorcion
atébmica (PerkinElmer Instruments, Shelton, CT, USA) mediante el sistema de flujo de
inyeccion (Flow Injection Analysis System (FIAS 100) AS 93). Los resultados se
expresaron en mg kg™ de peso himedo. Se prepararon estandares de los elementos a
diferentes concentraciones, empleados para calibrar el equipo (Tabla 1). El limite de

deteccion para Se fue de 0.04 para mg kg™

6.3.2 Indicadores de estrés oxidativo

Los indicadores de estrés oxidativo se analizaron en el laboratorio de Estrés Oxidativo
(Salud Ambiental y Biomedicina) en el CIBNOR. Los indicadores del estrés oxidativo se
cuantificaron mediante métodos espectrofotométricos (colorimétricos) en los diferentes
tejidos del tiburon y del calamar. Todos los andlisis de muestras se realizaron por

triplicado.

6.3.2.1 Proteinas solubles totales

Para estandarizar los datos de los indicadores de estrés oxidativo, se midio la
concentracion de proteinas totales, utilizando el método descrito por Bradford (1976). Este

método utiliza el colorante azul de Coomassie el cual reacciona con los residuos de amino
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acidos bésicos, especialmente la arginina, en respuesta a la concentracion de proteinas en la

muestra.

Se prepard una curva estandar de 7 puntos en el rango de concentracién de 0.005-0.2 mg
mL™ de albimina sérica bovina (ASB). En una microplaca, se mezclé agua destilada y
albumina (ASB) (para la curva estandar) o muestra. Se agito y se incubo por 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se leyo la absorbancia a 590 nm en un analizador
automético (Microlab 300, Vital Scientific, Holanda). Los resultados se expresan en mg
mL de proteina.

6.3.2.2 Produccién de radical superéxido

La tasa de produccién endégena de O, es un indicador de la produccion de ERO y para
su determinacion se emplea un método fotocolorimétrico indirecto y discontinuo que
cuantifica la reduccién del ferricitocromo C por la presencia de O, durante un intervalo de
tiempo fijo (Drossos et al., 1995). EI musculo (50 mg) fue colocado en solucion
amortiguadora de fosfato Krebs (NaCl 110 mM; KCI 4.7 mM; MgS0O4 12 mM; NaH,PO,
12 mM; NaHCO, 25 mM; glucosa 1 mM).

Después de adicionar citocromo ¢ (15 uM), las muestras fueron incubadas en un bafio de
agua en agitacion por 15 min a 37°C. Se agregd N-etimaleimida (3 mM) para parar la
reaccion. Las muestras se centrifugaron a 1509 x g a 4°C por 10 min. La absorbancia del
sobrenadante se midié mediante un espectrofotometro (Jenway 6505, Princeton, NJ, USA).
La produccién del O, se calcul6 usando el coeficiente de extincion para el cambio de
ferricitocromo a ferrocitocromo a 21 nm L™ cm™. Se utiliz6 como blanco una mezcla que
contiene los mismos reactivos excepto el citocromo c. Los datos de tiburén y calamar se

expresaron en nmol O, min™ mg™ de proteina.

6.3.2.3 Actividad de las enzimas antioxidantes

Para medir la actividad de las enzimas antioxidantes, se pes6 aproximadamente 0.1 g del
tejido y se homogeniz6 en tubos de ensayo con 2 mL de solucién para homogenizar (50

mM, pH 7.0; solucion amortiguadora de fosfato 0.1 M, EDTA 1 mM y agua desionizada) y
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fenil-metil-sufonil fluoruro (PMSF, 1 mM). ElI homogenizado se centrifug6é por 10 min a
1509 x g a 4°C; el sobrenadante se utiliz6 para el analisis inmediato de la actividad de las
enzimas antioxidantes. Para ello, se utilizé un espectrofotometro (Jenway 6305 UV/Vis,
Princeton, NJ, USA).

La actividad de GPx se mide indirectamente mediante el monitoreo del decremento
continuo de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH) con niveles
constantes de GSH (Flohé y Gunzler, 1984). En una celda de cuarzo se mezcl6 solucion
amortiguadora de fosfatos (500 mM, pH 7.2), EDTA (50 mM), azida de sodio (20 mM),
GR (15 U mL™), NADPH (1.5 mM), agua desionizada fria, GSH (250 mM) y H,0, (10
mM). Se registro el decremento en la absorbancia a 340 nm durante 40 segundos. Los
resultados se expresaron como unidades (U) de GPx mg * de proteina. Una unidad de GPx
se define como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 pmol de NADPH por minuto.

Para cuantificar la actividad de GR, se emple6 la metodologia propuesta por Goldberg y
Spooner (1987), en la cual la actividad enzimatica se determina de una forma indirecta al
leer el decremento en la absorbancia durante la oxidacion del NADPH. Se adiciond en una
celda de cuarzo solucion amortiguadora de fosfatos (500 mM, pH 7.2), EDTA (50 mM),
agua desionizada fria, NADPH (1.5 mM), muestra y GSSG (10 mM). Se registrd el
decremento en la absorbancia del blanco y de la muestra a 340 nm por 40 segundos. Los
resultados se expresaron como U mg de proteina para tiburones y como mili-unidades
(mU) mg* de proteina para calamar. Una unidad de GR se define como la cantidad de

enzima necesaria para reducir 1 pmol de GSSG por minuto.

Para determinar la actividad de GST se empled la metodologia de Habig y Jakoby
(1981) en la cual se monitorea la aparicion del complejo tioéter glutation dinitrobenzeno
formado al conjugarse GSH y 1-cloro 2,4 dinitrobenceno (CDNB) a 340 nm por 6 minutos.
Se agreg6 en una celda de plastico CDNB (10 mM) y solucién de corrida, la cual contiene
GSH, solucién amortiguadora de fosfatos (0.1 M) y EDTA (60 mM). Los resultados se
expresan como U GST mg™* de proteina. Una unidad de GST se define como la cantidad de

enzima que sintetiza 1 pmol de producto por minuto.
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Para la determinacion de la actividad de SOD se utilizé el método empleado por Suzuki
(2000). Es un método indirecto que sigue el decremento en la concentracion del formazan,
generado como producto de la reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT), a 560 nm
durante 5 minutos. En una celda de plastico se adiciond solucién para homogenizar, xantina
oxidasa y solucion de trabajo la cual contiene solucion amortiguadora sodio-carbonato (50
mM), xantina (0.1 M), NBT y EDTA a 25°C. Los resultados se expresan como U SOD
mg " de proteina. Cada unidad de actividad de SOD se define como la cantidad de enzima
necesaria para inhibir el 50% de la maxima reaccion entre el O, y el NBT.

Para determinar la actividad de CAT se empled el método de Aebi (1984) el cual mide
el decremento de la concentracion de H,0,, sustrato de la catalasa, a 240 nm durante 3
minutos. En una celda de cuarzo se agregé muestra y solucion de trabajo, la cual contiene
solucién amortiguadora de fosfatos (0.1 M) y H,O, (20 mM). Los resultados se expresaron
en U CAT mg " de proteina. Una unidad de catalasa se define como la cantidad de enzima

necesaria para consumir un pmol de H,O, por minuto.

6.3.2.4 Dafo oxidativo

6.3.2.4.1  Carbonilos proteicos

Se cuantificaron los niveles de carbonilos proteicos mediante la obtencion de sus
derivados con 2,4-dinitrofenil hidrazina (DNPH), que se precipitan con acido
tricloroacético (TCA) y se mide la absorbancia maxima entre 340 y 410 nm (Levine et al.,
1994). Se pes6 aproximadamente 0.1 g del tejido y se homogenizo6 con acido sulfosalisilico
al 5% (Sigma-0640); se centrifugd por 5 min a 17005 x g a 4°C, para obtener el precipitado.
Se adicion6 2,4-dinitrofenil hidracina (DNPH) a los tubos de muestra y HCI (2 M) a los
blancos. Los tubos se agitaron en un vortex durante 40 segundos y se incubaron durante

una hora con agitacion cada 15 minutos.

Posteriormente, se adiciond TCA (2%) y se centrifugaron los tubos por 5 min a 17005 x
g a 4°C. Se desechd el sobrenadante y se procedi6é a lavar el precipitado agregandole

etanol: acetato de etilo (1:1) y se centrifugd nuevamente por 5 min a 17005 x g a 4°C. Este
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procedimiento se repitid 3 veces. A continuacién se adiciond clorato de guanidina, se
agitaron los tubos en vortex y se incubaron en un bafio de agua a 37°C durante 15 min con
agitacion. Los tubos se centrifugaron por 5 min a 17005 x g a 4°C. El sobrenadante se
coloco en celdas de plastico y se procedid a la lectura de la maxima absorbancia en un
espectrofotometro (Jenway 6305 UV/Vis, Princeton, NJ, USA) realizando un barrido en el
rango de 340-410 nm. Los resultados se expresaron en umoles de carbonilos proteicos por

gramo de tejido.

6.3.2.4.2 Peroxidacion de lipidos

Se cuantifico la peroxidacion de lipidos como el contenido de las sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS) (Persky et al., 2000). La muestra se homogeniz6 en solucion
salina (0.9%) a pH 7 en un recipiente con hielo. EI homogenizado (250 pL) se incub6 en un
bafio de agua con agitador por 15 min a 37°C. La reaccion se detuvo al adicionar HCI (0.8
M) frio en é&cido tricloroacético (TCA) al 12.5%. A la muestra se le adiciond &cido
tiobarbitdrico (TBA) al 1% y se incubd por 10 min en un bafio de agua hirviendo;
finalizando el periodo de incubacion se enfrié la muestra a temperatura ambiente y se
centrifugd a 1509 x g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se leyé a 532 nm. Una curva
estandar de malondialdehido (MDA) se corri6 en paralelo a las muestras y la concentracion
de TBARS en las muestras se calculd con base en la curva estandar. Los resultados se

expresaron en nmol TBARS mg™ proteina.

6.4 Analisis estadisticos

6.4.1 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en musculo de tiburén azul

Los datos fueron agrupados en cinco categorias: hembras inmaduras colectadas en
diciembre (HId), hembras maduras colectadas en diciembre (HMd), machos inmaduros
colectados en diciembre (MId), machos inmaduros colectados en mayo (MIm) y machos
maduros colectados en mayo (MMm). El estadio de madurez fue determinado bajo el
criterio de Pratt (1979), como se mencioné anteriormente. Para determinar las diferencias

entre sexos se compararon las HId contra los MId y MIm y las HMd contra los MMm. Las
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diferencias por estadio de madurez se realizaron mediante la comparacion de Hld contra
HMd y de MIm y MId contra MMm.

Para incluir en los analisis descriptivos a las muestras en las que un elemento traza se
encontr6 por debajo del limite de deteccion (MDL), se les asigndé una concentracion
aleatoria por debajo del MDL especifico para cada elemento y por encima de cero (Helsel,
2006). Cuando méas del 50% de las muestras presentaron concentraciones de algun
elemento traza por debajo de su MDL, esta informacién no fue tomada en cuenta para los

andlisis estadisticos (Dehn et al., 2006).

La normalidad y la homogeneidad de varianza de los datos se estimé mediante las
pruebas de Kolmogorov-Smirnoff y Barlett (Zar, 1999). Las diferencias entre el estadio de
madurez en hembras (HId vs. HMd) y entre sexos en tiburones maduros (HMd vs. HMm)
se estimaron mediante pruebas paramétricas (t de Student) o no paramétricas (U de Mann-
Whitney). Diferencias entre sexos en tiburones inmaduros (HId vs. Mld vs. MIm) y entre
estadios de madurez (MId vs. MIm vs. MMm) se estimaron a través de ANOVA o prueba
de Kruskal-Wallis. Se realizaron pruebas a posteriori o de comparaciones multiples (Prueba
de Tukey) para determinar diferencias entre los grupos comparados (Zar, 1999). El nivel de

significancia utilizado fue de a. < 0.05.

Se realizaron correlaciones para determinar si existe una relacion entre la LT del tiburédn
azul y la concentracion de los elementos traza. Se realiz6 un andlisis de componentes
principales (PCA) para evaluar el patron de distribucion basado en la concentracion de los
elementos traza y los indicadores de estrés oxidativo. Los MMm no fueron incluidos en el
analisis (Clarke y Warwick, 2001) debido a que no se midieron todas las variables

analizadas. Los resultados fueron expresados como el promedio + error estandar (SE).

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software Statistica 8.0 (StatSoft Inc.
Tulsa, OK, USA). Se utiliz el software Sigma plot 11.0 (Systat Software, Inc. Chicago,
IL, USA) para generar las gréaficas.
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6.4.2 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en higado y rifidn de tiburon azul

Los datos fueron agrupados en cuatro categorias: hembras inmaduras (HId), hembras
maduras (HMd), machos inmaduros de diciembre (MId) y machos inmaduros de mayo
(MIm). Para determinar las diferencias entre sexos se compararon las HI contra los Mld y
MIm. Las diferencias entre estadio de madurez se analizaron mediante la comparacion
entre HMd y Hid.

Se estim6 la normalidad y la homogeneidad de varianza mediante las pruebas de
Kolmogorov-Smirnoff y Barlett (Zar, 1999). Las comparaciones por sexo y estadio de
madurez se realizaron mediante los métodos paramétricos (ANOVA vy t de Student) y no
paramétricos (Kruskal-Wallis y Mann-Whitney). Se realizaron comparaciones multiples
(Tukey o prueba de comparaciones multiples) para determinar diferencias entre los grupos
comparados. Las comparaciones entre tejidos se realizaron mediante métodos parametricos
(t de Student) y no paramétricos (Mann-Whitney). El nivel de significancia utilizado fue de
a <0.05.

Se realizaron correlaciones no paramétricas de Spearman para determinar la relacion
entre los elementos traza y los indicadores de estrés oxidativo (Clarke y Warwick, 2001).
Se realiz6 una prueba para determinar la presencia de casos extremos (outliers, prueba de
Grubbs); se repitieron los analisis estadisticos mencionados anteriormente (comparaciones
paramétricas, no paramétricas y correlaciones de Spearman), excluyendo a los organismos
identificados como outliers por la prueba de Grubbs. Los resultados fueron expresados

como promedio + SE.

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el software Statistica 8.0 (StatSoft Inc.
Tulsa, OK, USA). Se utiliz el software Sigma plot 11.0 (Systat Software, Inc. Chicago,
IL, USA) para generar las gréaficas.
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6.4.3 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en musculo e higado de Calamar
gigante (Dosidicus gigas)

Se estim6 la normalidad y la homogeneidad de varianza mediante las pruebas de
Kolmogorov-Smirnoff y Barlett (Zar, 1999). Las comparaciones entre tejidos se realizaron
mediante métodos paramétricos (t de Student) y no paramétricos (Mann-Whitney). El nivel
de significancia utilizado fue de a < 0.05. Se realizaron correlaciones no paramétricas de
Spearman para determinar la relacion existente entre los elementos traza y los indicadores
de estrés oxidativo (Clarke y Warwick, 2001). Se realiz6 una prueba para determinar la
presencia de organismos outliers (prueba de Grubbs); se repitieron los analisis estadisticos
mencionados anteriormente, excluyendo a los organismos identificados como outliers por

la prueba de Grubbs. Los resultados fueron expresados como el promedio + SE.

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el software Statistica 8.0 (StatSoft Inc.
Tulsa, OK, USA). Se utilizé el software Sigma plot 11.0 (Systat Software, Inc. Chicago,
IL, USA) para generar las gréficas.

6.4.4 Elementos traza en calamar vy langostilla como presas del tiburén azul

Mediante Métodos paramétricos (ANOVA y t de Student) y no paramétricos (Kruskal-
Wallis y Mann-Whitney) se determinaron diferencias entre la concentracion de los
elementos traza y los indicadores de estrés oxidativo. En muasculo se realizaron
comparaciones entre el tiburon, el calamar y la langostilla, y para el higado entre el tibur6n

azul y el calamar.
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7 RESULTADOS

7.1 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en musculo de tiburén azul

Se obtuvieron muestras de musculo de 44 tiburones en un intervalo de tallas de 117 a
269 cm LT (187.4 £ 39.9 cm). De los organismos muestreados, 11 fueron clasificados
como HId (167.3 + 28.1 cm), 9 HMd (209.4 + 5.4 cm), 9 MId (141.7 + 16.2 cm) y 6 MIm
(194.3 + 44.3 cm) y 9 MMm (231.3 + 20.1 cm) (Fig. 5).

8 -
Em Hid
B HMd
/1 MIm
6 - = Mid m
s MMm

Numero de individuos
D
1

L I

115-130  131-160 161-190  191-210  211-269

Intervalo de Tallas (cm)

Figura 5. Intervalo de tallas de los tiburones azules (Prionace glauca, n=44) colectados en
Punta Belcher, Baja California Sur de los cuales se colectaron muestras de musculo. Hld:
Hembras inmaduras colectadas en diciembre; HMd: Hembras maduras colectadas en
diciembre; MIm: Machos inmaduros colectados en mayo; MId: Machos inmaduros
colectados en diciembre; MMm: Machos maduros colectados en mayo.
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Los resultados de las concentraciones de los elementos esenciales Cu, Zn, Fe, Se y de
los elementos no esenciales Cd, Pb, Hg, As y Ag en el musculo del tiburén azul se

presentan en la Tabla Il en base hiumeda (ww) y en el anexo | en peso seco (dw).

Tabla I1. Concentraciones de los elementos traza (mg kg™ ww) en masculo del tiburén
azul (Prionace glauca).

Hid HMd MIm MId MMm Tiburon

azul
Hg 0.76+0.09%" 0.99+0.08' 1.29+0.32** 0.58+0.05™ 1.69+0.18"  1.030.08
Se 0.24+0.02 0.21#0.03 0.17+#0.02 0.28+0.03  0.21+0.02  0.22+0.02
As 5.76+0.68 7.15+0.97 7.47+2.11  4+0.68  9.38%1.35  6.66+0.55

Ag <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL
Cu 1.61#¥0.29%° 2.05x0.2 0.83x0.07" 1.80+0.19* NA 1.64+0.13
Fe 2557+435 33.14+10.8 24.25+6.37 25.97+6.47 NA 27.39+3.57
Zn 6.06+0.25 7.56+1.16 5.24+0.47  5.28+0.26 NA 6.10+0.37
Cd 0.59+0.37  0.02+0.01 <MDL <MDL NA 0.2+0.12
Pb 0.07+0.02  0.09+0.2 <MDL <MDL NA <MDL

Los datos se presentan como promedio + SE HId: Hembras inmaduras colectadas en
diciembre (n: 11); HMd: Hembras maduras colectadas en diciembre (n: 9); MIm: Machos
inmaduros colectados en mayo (n: 6); MId: Machos inmaduros colectadas en diciembre (n:
9). MMm: Machos maduros colectados en mayo (n: 9). Numeros romanos diferentes
denotan diferencias significativas entre sexos (p < 0.05). Letras diferentes denotan
diferencias entre estadios de madurez. (p < 0.05). MDL.: Limite minimo de deteccion. NA:
No se midi6.

Las concentraciones de Ag, Cd y Pb estuvieron por debajo del limite de deteccion
(MDL) en mas del 50% de las muestras del tiburén azul. Las concentraciones de Cd y Pb
en machos inmaduros (MIm y MIm) se encontraron por debajo del MDL. La concentracion
de Hg fue menor en Mld que en MIm (p = 0.02) y menor que en MMm (p < 0.003) (Tabla
I). La concentracion de Cu fue menor en MIm que en Mld (p =0.002) (Tabla II). En
tiburones maduros, la concentracion de Hg fue mayor en MMm que en HMd (to05 (2) 16 = -

3.43; p = 0.005).

No se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) por sexo ni por estadio de

madurez en la actividad de las enzimas CAT, SOD, GPx, GR y GST en musculo de tiburén
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azul (Fig. 6). No se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) por sexo ni por estadio
de madurez en la produccion de O, ni en la concentracion de TBARS en musculo de
tiburon azul (Fig. 7). Los niveles de carbonilos proteicos fueron mayores en MIm que en
HIid (p = 0.004) (Fig. 7).

Se observé una relacién lineal (R? = 0.64, p < 0.001) y exponencial (R*= 0.7, p < 0.001)
significativa entre la concentracion de Hg y la LT en el masculo de los tiburones (Fig. 8).
Los anélisis de PCA generaron 3 componentes principales (CP), los cuales explican el 50%
de la variabilidad de los datos (20.2%, 16.5% y 13,4% respectivamente), con eigen-valores
> 1.5 (Fig. 9). El peso de los factores (>0.6) representa las variables que estan
correlacionadas en el CP, explicando la contribucién de la varianza en los datos: 1)
produccion de O, ", concentracién de Hg y As y 2) actividad de las enzimas GR, SOD,
GST y concentracion de TBARS.
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Figura 6. Actividad de las enzimas antioxidantes (U mg™ proteina) en masculo de tiburén
azul (Prionace glauca) por grupos. A. GR: Glutation reductasa; B. GPx: Glutation
peroxidasa; C. GST: Glutatién S-transferasa; D. CAT: Catalasa; E. SOD: Superdxido
dismutasa. Los datos se presentan como promedio + SE. HId: Hembras inmaduras
colectadas en diciembre (n: 11); HMd: Hembras maduras colectadas en diciembre (n: 9);
MIm: Machos inmaduros colectados en mayo (n: 11); Mld: Machos inmaduros colectados
en diciembre (n: 9); MMm: Machos maduros colectados en mayo (n: 9).
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Figura 7. A. Tasa de produccién del radical superéxido (O,", nmol min™ mg™ proteina).
B. Concentracién de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS, nmol mg™
proteina). C. Niveles de carbonilos proteicos (umol g™ de tejido) (Prionace glauca). Los
datos se presentan como promedio + SE. HId: Hembras inmaduras colectadas en diciembre
(n: 11); HMd: Hembras maduras colectadas en diciembre (n: 9); MIm: Machos inmaduros
colectados en mayo (n: 11); MId: Machos inmaduros colectados en diciembre (n: 9);
MMm: Machos maduros colectados en mayo (n: 9). Simbolos diferentes denotan
diferencias significativas (p<0.05) entre sexos en tiburones inmaduros: HI vs Mid vs MIm.
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Figura 8. A. Relacion lineal, B. relacién exponencial de la concentracion de Hg (mg kg™
ww) con la longitud total (LT, cm) del tiburdn azul (Prionace glauca) colectado en Punta
Belcher Baja California Sur. *HId: Hembras inmaduras colectadas en diciembre (n: 11);
*HMd: Hembras maduras colectadas en diciembre (n: 9); ‘MIm: Machos inmaduros
colectados en mayo (n: 11); MId: Machos inmaduros colectados en diciembre (n: 9).
*MMm: Machos maduros colectados en mayo (n: 9).



36
Angélica Ma. Barrera-Garcia

1.0 t .
Cogpx
0.5 t ' = < i
\ Cum \
) Se CAT
~ * ~ - / e
X - 4,7 Fe ™
e ’ [ ] \
\r; / 1
@ 0.0 1 i |
-] .
: Zn ! 7
@)
=

©
o

4.0 :

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
PC 1(20.22 %)

Figura 9. Peso de los factores de los dos componentes principales (CP) que explican la
variabilidad del 50% de los datos. Linea = Peso de los factores > 0.6; guiones = pesos de
los factores 0.03 - 0.6. GR: glutation reductasa; GST: glutation S-transferasa; GPx:
glutation peroxidasa; CAT: catalasa; SOD: superdxido dismutasa; ProtCarb: carbonilos
proteicos; O, : radical superoxido.
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7.2 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en higado y rifion de tiburon

azul

Se emplearon los mismos organismos muestreados previamente mencionados, a
excepcion de los MMm. Se analizaron las muestras de higado y rifion de un total de 35
tiburones en un intervalo de tallas de 117 a 252 cm LT (176.2 £ 29.8 cm). De los
organismos analizados, 11 fueron HI, 9 HM, 9 MId y 6 MIm (Fig. 10).
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Figura 10. Intervalo de tallas de los tiburones azules (Prionace glauca, n=35) colectados
en Punta Belcher, Baja California Sur de los cuales se colectaron muestras de higado y
rindn. HId: Hembras inmaduras colectadas en diciembre; HMd: Hembras maduras
colectadas en diciembre; MIm: Machos inmaduros colectados en mayo; Mld: Machos
inmaduros colectados en diciembre; MMm: Machos inmaduros colectados en mayo.

Los resultados de las determinaciones de las concentraciones de los elementos
esenciales Cu, Zn, Fe, Se y de los elementos no esenciales Cd, Pb, Hg, As y Ag en higado y

rifidn del tiburdn azul se presentan en la Tabla 11l en base himeda (ww) y en el anexo | en
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peso seco (dw). Las concentraciones de Ag en todos los organismos se encontraron por
debajo del MDL. Las concentraciones de Pb en el 50% de los MIm se observaron por
debajo de MDL.

Tabla I11. Concentracién de los elementos traza (mg kg ww) en higado y rinén del
tiburdn azul (Prionace glauca).

Tejido HId HMd MIm Mid Tiburén
Hg  0.15+0.03 0.18+0.03 0.65+0.38 0.12+0.03 0.22+0.06'
Se 1.5+0.13 1.4240.18 2.07+0.43 2.04+0.19 1.67+0.11

As  9.74+0.073 11.01+1.54 14.71+4.24 9.07+0.8 10.62+0.83'

}% Cu 7.65%1.2 5.62+0.94 18.12+5.43 9.04+3.04 0.28+1.44
:ED Zn  38.95+2.7% 41.84+4.02  87.85+19.33* 46.23+3.86%*  49.94+4.65'
Fe 163.35+14.12 234.68+43.2  247.7+54.61 161.55+13.35 195.67%16.19
Cd 2291+2.61% 30.77+5.25 74.08+21.33 26.63%5.1 34.6625.08'
Pb 0.47+0.13 0.29+0.09 <MDL 0.36+0.09 0.37+0.06'
Hg 0.24+0.05 0.4+0.08 0.81+0.34 0.31+0.04 0.38+0.06'
Se 1.69+0.18 1.75+0.15 1.32+0.13 2.25+0.48 1.84+0.16
As 2+0.36 2.59+0.31 24.76+22.21 2.13+0.37 5.14+2.93"
;é Cu 8.72+0.72 7.57+0.83 8.09+1.49 8.17+0.83 8.17+0.45
@ Zn 59.2+1.05 61.76+2 69.16+11.6 58.07+2.03 61.27+2.1311

Fe 160.69+11.48 175.79+21.88 201.66+41.33 215.55+45.99 185.7+15.27
Cd  4.81+0.54 6.79+1.17 13.74+6.47 4.19+0.56 6.68+1.24"
Pb  1.49+0.07 1.41+0.09 0.96+0.15 1.55+0.11 1.39+0.06"

Los datos se expresan como promedio £ SE. HId: Hembras inmaduras colectadas en
diciembre (n: 11); HMd: Hembras maduras colectadas en diciembre (n: 9); MIm: Machos
inmaduros colectados en mayo (n: 11); MId: Machos inmaduros colectados en diciembre
(n: 9). MMm: Machos maduros colectados en mayo (n: 9). Diferencias significativas
(p<0.05) se denotan con diferentes niumeros romanos (tejidos), simbolos (sexo en tiburones
inmaduros) y letras (estado de madurez en tiburones hembras). MDL = Concentracion por
debajo del limite de deteccion.

En el higado se encontr6 una mayor actividad de CAT (U5 (2 3334 = 53; p < 0.001), y
concentracion de TBARS (Uo,o5 (2) 31,34 = 4: p< 0.001), AS (Uo,05 (2) 34,30= 0; p< 0.001) Yy Cd
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(Uo.os (2) 3332 = 17; p < 0.001) que en el rifion. En el higado se observo una menor actividad
de SOD (Uo_o5 (2) 32,34 = 311; < 0001) Yy concentracion de Hg (Uo,os (2) 3333 = 244 < 0001),
Zn (Ugos (2) 34,34 = 219; < 0.001) y Pb (Ugos () 3535 = 49; < 0.001) en comparacion con el
riidn (Tabla 1V).

Tabla IV. Indicadores de estrés oxidativo en higado y rifion del tiburén azul (Prionace
glauca). Actividad de las enzimas antioxidantes (U mg™ proteina), tasa de produccion de
radical superéxido (O,", nmol min™ mg™ proteina), concentracioén de sustancias reactivas

al 4cido tiobarbittrico (TBARS, nmol mg™ proteina), niveles de carbonilos proteicos (pumol
N T
g~ tejido).

Tejido  Variable Hld HMd MIm Mld Tiburén
GR 1.25+0.35 1.92+0.4 0.69+0.24 1.77+0.46 1.48+0.21
GPx 0.81+0.14a 1.74+0.28b 1.02+0.41 1.38+0.44 1.23+0.17
GST 44.67+11.94 35.73£18.49 14.7+4.92 16.04+7.07 30.326.78
% CAT 233.29468.78  315.67+59.66  506.69+268.17 236.34+34.71  296.11+48.91
%D SOD 685.77+240.84 1393.42+516.72  26.85+11.75  490.14+191.11 724.4+178.56
PC 116.05+14 99.3+£24.75 180.15+48.63  100.69+17.14  116.97+11.88
TBARS 2.98+0.67 6.9+2.99 4.38+2.07 6.86+2.28 5.251.08I
0,” 0.10+0.03 0.18+0.09 0.24+0.07 0.10+0.04 0.14+0.03
GR 1.16+0.15 1.13+0.22 0.98+0.16 1.48+0.26 1.21+0.11
GPx 0.74+0.15 0.9+0.17 1.09+0.16 0.8+0.08 0.85+0.07
GST 10.51+2.3 15.32+1.65 11.62+14.91 10.07+1.5 11.82+1.18
;§ CAT 17.22+4.1a 31.445.21b 27.67+5.09 19.95+4.91 23.23+2.5711
o SOD 739.18+147.23  951.67+166.73  640.95+153.98 989.27+146.77 847.18+79.21lI
PC 135.64+16.54 110.51+21.96 92.33+12.56 131.3+22.51 121.47+10.17
TBARS 0.25+0.03 0.32+0.03 0.3+£0.03 0.32+0.03 0.29+00211
0,” 0.08+0.01 0.22+0.15 0.06+0.02 0.07+0.02 0.11+0.04

HId: Hembras inmaduras colectadas en diciembre (n: 11); HMd: Hembras maduras
colectadas en diciembre (n: 9); MIm: Machos inmaduros colectados en mayo (n: 11); MId:
Machos inmaduros colectados en diciembre (n: 9). GR: Glutation reductasa; GST: glutation
S-transferasa; GPx: glutation peroxidasa; CAT: catalasa; SOD: superoxido dismutasa. Los
datos se presentan como promedio + SE. Diferencias significativas (p<0.05) se denotan con
diferentes numeros romanos (tejidos), simbolos (sexo en tiburones inmaduros) y letras
(estado de madurez en tiburones hembras).
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Las concentraciones de Hg en higado fueron menores en Mld que en MIm (p = 0.034)
(Tabla 111). Las hembras inmaduras presentaron menor concentracion de Zn (p = 0.016) y
Cd (p = 0.013) que los MIm. La actividad de GPx fue mayor en HMd que en HId (to.os (2) 20
=-3.15; p = 0.005). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05)
en el higado por sexo y estadio de madurez en la produccién de O, ni en la concentracion
de TBARS y carbonilos proteicos. En el rifidén, las hembras presentaron mayor actividad de
CAT en HMd que en HId (Ugos (2) 11,9 = 15; p = 0.008); mientras que no se presentaron
diferencias significativas (p > 0.05) ni por sexos ni por estadio de madurez en la
concentracion de los elementos traza, en la produccion de O, ni en el concentracion de
TBARS y carbonilos proteicos (Tabla IV).

El analisis de Grubbs identificd dos organismos con valores extremos (outliers) en el
grupo de los MIm, grupo en el cual se presentaron las tallas mas grandes (240 y 252 cm
TL). Se realizaron nuevamente las pruebas estadisticas sin estos organismos, y no se
encontraron diferencias significativas (p > 0.05) en la concentracién de Hg entre MId y

MIm del higado, ni en la concentracion de Cd entre las Hld y los MIm.

Se encontraron correlaciones entre a) la concentracion de los elementos traza, b) los
indicadores de estrés oxidativo y c) elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en
higado y rifidn del tiburon azul (Tabla V). Las correlaciones persistentes entre las variables,
tanto en presencia como en ausencia de los outliers, fueron las siguientes: En el higado, la
actividad de GR con la actividad SOD; actividad de GST con la concentracion de As;
actividad de SOD con la concentracion de carbonilos proteicos y la produccion de O, ; la
concentracion de Zn y de Cd. En el rifion, la actividad de SOD y la concentracion de
TBARS; la concentracién de carbonilos proteicos y de As; las concentracion de Cuy As'y

la concentracion de Cu y de Cd (Tabla V).
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Tabla V. Coeficiente de correlacion de Spearman calculado con y sin los organismos
considerados como outliers entre los elementos traza y los indicadores de estrés oxidativo
en el higado y rifion del tiburon azul (Prionace glauca). La correlacién se considero6
significativa cuando p < 0.05.

Variables GR _ GPx GST SOD PC _TBARS Hg As Se  zn
GPx 0.55
0.4
SOD - g 74
05
0,” 0.7 -
0.73*
o -0.52
5 PC -0.48 -
S 0.68*
TBARS 0.64* 0.59*
0.51
As 068" 0.48
Fe 0.6 -0.76*
0.80
cd 051 0.57 0.3+
Zn 051  0.52
0.50
TBARS 057 058 iy
N 067 045 078
_ Se 0.72* 0.6*
N 0.57
= cu 0.71*
Fe -0.58*
0.52
* *
cd 0.64 0.62 061
Zn 0.43
Pb 0.58*

GR: Glutatién reductasa; GPx: glutation peroxidasa; GST: glutation S-transferasa; SOD:
superdxido dismutasa; O, : radical superéxido; PC: carbonilos proteicos. * correlacion de
Spearman sin outliers.
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7.3 Presas del tiburén azul

7.3.1 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en musculo e higado de calamar
gigante (Dosidicus gigas)

Se capturaron 14 calamares gigantes en un intervalo de tallas de 66 a 77cm (72 *+ 2.83
cm) de longitud del manto (LM). El analisis de Grubbs identific6 tres organismos con
valores extremos (outliers) en sus variables. Se realizaron las pruebas estadisticas sin estos
organismos, y no se encontraron diferencias significativas en la concentracién de los

elementos traza y los indicadores de estrés oxidativo.

La concentracion de los elementos traza Cu, Zn, Fe, Cd, Se, Pb y Hg, la actividad de
GST y de CAT vy la produccion de O," fueron mayores en higado que en musculo de
calamar (Tabla VI y Figuras 11 y 12). Mientras que la actividad de GPx y la concentracion
de TBARS fueron mayores en muasculo que en higado (Figuras 11 y 12). No se encontraron
diferencias significativas entre tejidos en la actividad de SOD y la de GR, ni en la

concentracion de carbonilos proteicos (Tabla VI'y Figuras 11y 12).

Tabla VI. Diferencias estadisticas entre tejidos de calamar (Dosidicus gigas).

Variable U Mann-Whitney P valor Diferencia
Cu Uo.os (2)1414=0 < 0.001 Higado > Mdsculo
Zn Uo.052)1414=0 <0.001 Higado > Musculo
Fe Uo.os (2)1414=0 < 0.001 Higado > Mdsculo
Cd Uo.052)1414=0 <0.001 Higado > Musculo
Pb Uoos (2) 14,14 = 16 <0.001 Hl'gado > Musculo
Se Uo.052)1414=0 <0.001 Higado > Musculo
Hg Uoos (2) 14,14 = 25 <0.001 Hl'gado > Musculo
GST Uo.052)1414=0 <0.001 Higado > Musculo
CAT Uoos (2)11,14 = 12 <0.001 Hl'gado > Musculo
02.7 Uo.os (2) 14,14 = 30 0.001 Higado > Musculo
GPx Uoos (2) 14,14 = 40 0.006 Mousculo > Hl'gado
TBARS Uo.os (2) 14,14 = 6 0.052 Mousculo > Higado
SOD Uo.os (2) 14,14 = 81 0.45 Mousculo = Higado
GR Uo_o5 (2) 14,14 = 92 0.8 Mousculo = Hl'gado
Carbonilos proteicos Uo.05 (2) 14,14 = 89 0.7 Musculo = Higado

GR: Glutation reductasa; GPx: glutation peroxidasa; GST: glutation S-transferasa; SOD:
superoxido dismutasa; O, : radical superéxido; PC: carbonilos proteicos.
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Figura 11. Actividad de las enzimas antioxidantes (U mg™ proteina) en musculo (n:14) e
higado (n:14) de calamar gigante (Dosidicus gigas). A. GPx: glutation peroxidasa; B. GR:
glutation reductasa; C. CAT: catalasa (musculo 11); D. SOD: superdxido dismutasa; E.
GST: glutation S-transferasa. Los datos se presentan como promedio + SE. El simbolo #
denota las diferencias significativas (p<0.05) entre tejidos de calamar.
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Figura 12. A. Tasa de produccion del radical superoxido (O¢-, nmol min™* mg™ proteina).

B. Concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS, nmol mg’

1

proteina). C. Niveles de carbonilos proteicos (umol g™ de tejido) en masculo (n: 14) e
higado (n:14) de calmar gigante (Dosidicus gigas). Los datos se presentan como promedio
+ SE. El simbolo # denota diferencias significativas (p<0.05) entre tejidos de calamar.
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Se analizaron las potenciales correlaciones entre: a) la concentracion de los elementos
traza, b) los indicadores de estrés oxidativo y c) elementos traza e indicadores de estrés
oxidativo en musculo e higado del calamar gigante (Tabla VII). En el mdsculo se
observaron correlaciones entre, la concentracion de Cu - Zn, Cu - Cd, Cd - Zn y Hg - Pb;
concentracion de Hg y Pb — carbonilos proteicos; actividad de GR - GPx; una correlacion
negativa entre la actividad de SOD y la de GPx - la concentracion de TBARS y la
produccion de O, - la concentracion de TBARS. En higado de calamar se observo una
correlacion entre la concentracion de Cu - Fe, Cu - Cd y una correlacion negativa entre la

concentracion de Fe y carbonilos proteicos (Tabla VII).

Tabla VII. Coeficiente de correlacion de Spearman calculado entre los elementos traza y
los indicadores de estrés oxidativo en el musculo (n: 11) e higado (n: 11) del calamar
gigante (Dosidicus gigas). La correlacion se considera significativa cuando p<0.05.

Tejidos  Variables Cu Zn  Hg PC TBARS GPx
Zn 0.92

Cd 0.83 0.83

Hg 0.65

Pb 0.66 0.81

SOD -0.71

GPx -0.85

O," -0.79

GR 0.66
Fe 0.68 -0.82

Cd 0.71

GR: Glutation reductasa; GPx: glutation peroxidasa; GST: glutation S-transferasa; SOD:
superoxido dismutasa; O, : radical superéxido; PC: carbonilos proteicos.

Musculo

Higado

7.3.2 Elementos traza en calamar vy langostilla como presas del tiburén azul

En musculo, las concentraciones de Zn y Cd son significativamente méas altas (p <
0.001) en el calamar y la langostilla que aquellas observadas en el tiburon azul (Tabla
VIII); mientras que las concentraciones de Cu son mayores en la langostilla que en el
calamar (p < 0.001) y el tiburon (p<0.001). En musculo, las concentraciones de Fe son
similares entre la langostilla y el tiburdn azul (p > 0.05), y son mayores en el tiburon que en

el calamar (p < 0.001). Las concentraciones de Pb y Se son similares en el tiburén azul y el
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calamar, y en la langostilla se encontraron por debajo del MDL. Finalmente, en musculo,
las concentraciones de Hg son mayores en el tiburon azul con respecto al calamar (p <
0.001) y la langostilla (p < 0.001).

Tabla VIII. Concentraciones de los elementos traza (mg kg™ ww) en masculo (n: 44) e
higado (n: 35) del tiburdn azul (Prionace glauca), masculo (n: 14) e higado (14) del
calamar (Dosidicus gigas) y langostilla (Pleuroncodes planipes) (n: 28, 14(Hg, Se)).

Musculo Higado
Tiburén Calamar Langostilla® Tiburén Calamar
Musculo Higado
Cu 1.64+0.13*  4.29+0.68"*  14.05%0.15° 9.28+1.44%  361.12+22.04"
Fe 27.39+357°  2.37+0.35""  34.93+0.44%°  195.67+16.19°  49.66+3.71°
Zn 6.120.37°  13.84+#1.11*"  16.2+0.06" 49.94+4.65°  572.11+109.85"
cd 0.240.12*°  1.53+0.27*° 2.79+0.04° 34.66+5.08°  207.66+30.81"
Pb 0.09+0.01 0.08+0.01" MDL 0.37+0.06 0.24+0.03
Hg 1.03+£0.08*  0.07+0.01*®  0.007+0.0004" 0.22+0.06 0.13+0.02
Se 0.22+0.02 0.27+0.03 NA 1.67+0.11° 5.59+0.98"

Los datos se presentan como promedio + SE. * Muestra homogenizada. * El
simbolo denota diferencias significativas (p<0.05) entre tejidos de calamar; letras
denotan diferencias significativas (p<0.05) entre especies. MDL.: Debajo del limite

de deteccion. NA: No se midio.
En el higado las concentraciones de Cu (Uggs (2) 3514 = 0; p < 0.001), Zn (Uo.05 (2) 35,14 = 4;
p < 0001), Cd (Uo_05 () 3514 = 4: p < 0001) Yy Se (Uo_o5 () 30,14 = 43: p < 0001) fueron
significativamente mayores en el calamar que en el tiburon. Mientras que las
concentraciones de Fe (Uo s (2) 35,14 = 0; p < 0.001) son mayores en el tiburon azul que en el
calamar. Por ultimo, las concentraciones de Pb (Uo.os (2) 3514 = 227; p = 0.69) y Hg (Uo.05 ()

3414 = 209; p = 0.051) son semejantes entre las dos especies (Tabla VI1II).



47

Elementos Traza y Estrés Oxidativo en el Tiburon Azul

8 DISCUSION

8.1 Concentraciéon de elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en los

diferentes tejidos del tiburdn azul, Prionace glauca

8.1.1 Comparaciones entre tiburones azules a nivel mundial

El tiburdn azul es una especie objetivo de las pesquerias mundiales y es importante para
el consumo humano. Es por ello que los estudios en esta especie se han enfocado
principalmente a la determinacion de Hg en musculo e higado. En Baja California Sur,
Maz-Courrau y LoOpez-Vera (2006) y Escobar-Sanchez et al. (2011) reportaron
concentraciones de Hg para el tiburén azul en mésculo (0.82 + 0.34 y 1.39 + 1.58 mg kg™,
respectivamente) dentro del intervalo de los valores encontrados en el presente estudio. Sin
embargo, en los tiburones azules en el Atlantico Norte se reportan concentraciones de hasta
2.5 mg Hg kg™ ww en musculo y 2.2 mg Hg kg™*ww en higado (Branco et al., 2004; Branco
et al., 2007) (Anexo 2).

En Inglaterra, Vas (1991) reporté para tiburon azul concentraciones menores de Cu
(0.24 mg kg™), Fe (6.34 mg kg™), y Pb (<0.02 mg kg™) (Anexo 2), pero concentraciones
mayores de Cd (0.45 mg kg™ ww) a las observadas en el presente estudio en casi todas las
categorias de sexo y estadio de madurez, con excepcion de los M1 (0.6 mg Cd kg™ ww).
En higado de tiburon azul, Vas (1991) reporté concentraciones de Pb que son 13 veces
mayores, pero concentraciones de Cu, Fe y Cd, 4, 22 y 64 veces menores, respectivamente,
a las concentraciones encontradas en el presente estudio. No se tienen reportes anteriores
de las concentraciones de los elementos traza cuantificados en el rifidn del tiburon azul
(Anexo 2).

McMeans et al. (2007) sugieren que la diferencia en las concentraciones de los
elementos esenciales (e.g. Cu, Zn, Se) en el tiburén azul en localidades separadas, se debe a
requerimientos fisioldgicos especificos de la especie o a que la regulacion de estos

elementos no es eficiente. Las diferencias en las concentraciones de los elementos no
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esenciales (e.g. Hg, Cd, As) se puede deber a diferencias en la exposicién ambiental a estos
elementos entre localidades (McMeans et al., 2007; Storelli et al., 2011). Las
concentraciones de Pb (1.14 mg kg™ ww) encontradas por Vas (1991) se atribuyen a la
contaminacion antropogénica presente en aguas britanicas, mientras que en Baja California

Sur se ha considerado como una zona pristina (Rodriguez-Meza et al., 2009).

8.1.2 Comparaciones del tiburdn azul con otras especies de tiburones a nivel mundial

Las concentraciones de Hg encontradas en este trabajo para tejidos de tiburdn azul son
semejantes a las reportadas para otras especies (Anexo 2). Sin embargo, se han reportado
concentraciones mas elevadas de Hg en musuclo de otras especies de tiburones comparadas
con las del tiburén azul: Sphyrna zygaena 12.15 mg kg™* ww (Storelli et al., 2003), Galeus
melastomus 0.99-8.76 mg kg™ ww (Hornung et al., 1993), Carcharhinus leucas 3.65 mg
kg™ ww (Endo et al., 2008), y C. limbatus 3.33 mg kg™ ww (NGfiez-Nogueira, 2005); en
higado Sphyrna zygaena 32.31-39.48 mg kg™ ww (Storelli et al., 2003). Sin embargo, las
concentraciones de Hg reportadas en el rifion de 1. oxyrinchus (Velez, 2009) y Negaprion
brevirostris (Nam et al., 2010) son méas bajas (0.04 y 0.03 mg kg™ ww, respectivamente)

que las reportadas para el tiburon azul en el presente estudio (Anexo 2).

Las concentraciones de Cd, Pb, Fe y Zn reportadas por Storelli et al. (2003) en musculo
e higado de S. zygaena (Anexo 2) estan dentro de los intervalos registrados en el presente
estudio para el tiburon azul (Tabla II). Mientras que Nufiez-Nogueira (2005) report6
valores elevados de Zn y Pb en masculo de Carcharhinus limbatus (43.97 y 2.51 mg kg™
ww, respectivamente) con respecto a las concentraciones encontradas para el tiburén azul
en el presente estudio. Estas diferencias se pueden deber a los requerimientos fisiol6gicos
especificos de cada especie y a las condiciones ambientales propias de cada regién
(McMeans et al., 2007).

Las concentraciones de elementos traza en el musculo de I. oxyrinchus en las costas de
Baja California Sur reportadas por Velez (2009) estan dentro de los valores encontrados en
el presente estudio, excepto que la concentracién de Pb es mas alta (0.29 mg kg™ ww) y la

de Hg més baja (0.4 mg kg™ ww) en 1. oxyrinchus que en P. glauca (0.09 + 0.01 y 0.87 +
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0.07 mg kg™ ww respectivamente; Tabla I1). En el higado las concentraciones de Hg (0.05
+0.03 mg kg™ ww), Cd (1.12 + 0.65 mg kg™ ww) y Pb (0.14 + 0.07 mg kg™ ww) son mas
bajas en el tiburon mako (Velez, 2009) que en el tiburdn azul (0.22 + 0.06, 34.66 + 5.08 y
0.37 + 0.06 mg kg™ ww respectivamente). En rifién, las concentracién de Hg (0.04 + 0.01
mg kg ww), Cd (0.97 + 0.29 mg kg™ ww) y Pb (0.27 + 0.07 mg kg™ ww) de tiburén
mako (Velez, 2009) son mas bajas que en tiburén azul (0.38 + 0.06, 6.68 + 1.24 y 1.39 +

0.06 mg kg™ ww, respectivamente) (Anexo 2; Tabla II).

La actividad de la enzima antioxidante GST en el higado del tiburén azul (29.55 + 6.65
U mg™ proteina) observada en el presente trabajo es mayor que aquella reportada para la
misma localidad en el higado del tiburén mako (10.10 + 4.44 U mg™ proteina) (Velez,
2009). La elevada actividad de GST en higado del tiburén azul respecto aquella reportada
para el tibur6n mako puede sugerir que el organismo esta respondiendo ante la presencia de
elementos traza (Halliwell y Gutteridge, 2007). La concentracion de carbonilos proteicos
que se encontré en el musculo e higado del tiburén azul (75.42 + 12.91 y 115.47 + 12.18
umol g tejido, respectivamente) en este estudio es mayor que lo reportado para los
mismos tejidos del tiburén mako (55.56 + 9.95 y 104.23 + 14.92 pmol g’ tejido,
respectivamente) (Velez, 2009).

Esto sugiere que los tejidos del tiburdn azul tienen mayor dafio oxidativo a proteinas que
los tejidos del tiburén mako, posiblemente porque en los tejidos del tiburén azul se
encontraron mayores concentraciones de los elementos traza que en los tejidos del tiburon
mako. Aparentemente, la actividad de las enzimas antioxidantes como CAT, SOD y GPx
no es suficiente para prevenir el dafio oxidativo a proteinas en esta especie.
Adicionalmente, las diferencias en la actividad de las enzimas antioxidantes puede deberse
a otros factores como por ejemplo, la reproduccion, actividad de nado, entre otros
(Halliwell y Gutteridge, 2007). En procesos como el nado y la etapa de reproduccion hay
un mayor consumo de oxigeno o aumento en la tasa metabdlica, lo que induciria un

aumento en la produccion de ERO y como respuesta el organismo puede incrementar la
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actividad antioxidante en sus tejidos (Halliwell y Gutteridge, 2007; Konigsberg, 2008;
Lopez-Cruz et al., 2010; Garratt et al., 2011).

En el higado del tiburon azul la actividad de CAT fue significativamente mayor en
machos, mientras que en las hembras se observé mayor actividad de GR, GST y SOD
(Tabla I11). En higado y musculo de 1. oxyrinchus se reporté mayor actividad de CAT
(2651.79 + 1144.87 y 62830.67 + 44912.75 U mg™ proteina, respectivamente) y de SOD
(1190.22 + 886.66 y 1272.84 + 495.13 U mg™ proteina, respectivamente), y en el higado de
GR (51.4 + 37.07 U mg™ proteina) en machos que en hembras (Velez, 2009). La actividad
de las enzimas antioxidantes esta ligada a la produccién de ERO; por ejemplo, se sabe que
la SOD cataliza la dismutacién del O,", por lo que es posible esperar que se encuentre
mayor produccion de O," en las hembras que en los machos del tiburon azul, de manera
similar a lo reportado para el higado del tiburén mako, en el cual los machos presentaron
mayor tasa de produccién de O, que las hembras (0.16+0.12 y 0.01+0.007 nmol mg™
proteina, respectivamente) (Velez, 2009). La actividad de las enzimas GR y GPx es mayor
en el higado de HM que en HI del tiburén azul (Tabla I11). Esta diferencia puede estar
relacionada con la funcion de la enzima GR, la cual participa directamente en la
regeneracion del GSH, que a su vez es necesario para que la GPx pueda reaccionar con las
ERO (e.g. O, y H,0,) (Halliwell y Gutteridge, 2007).

8.2 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en musculo de tiburon azul

La concentracidn de Hg en peces ha sido de gran preocupacion debido a que a traves del
consumo de carne de estos organismos marinos se puede transferir Hg a los humanos
(Wagemann et al., 1998; Berntssen et al., 2004). Sin embargo, la toxicidad del Hg depende
de las formas quimicas y la valencia del elemento. Por ejemplo, el Hg se puede encontrar
en forma inorganica y organica, también conocida como metilmercurio (MeHg o CH3Hg),
siendo esta Ultima la forma mas tdxica de este elemento (Berntssen et al., 2004; Erickson et
al., 2008; Cardona-Marek et al., 2009).
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Se ha sugerido que el musculo de los peces tiende a ser toxico debido a que el 95% del
Hg total que estd presente en este tejido es MeHg (Bloom, 1992; Watras et al., 1998;
Piraino y Taylor, 2009). Se ha reportado que en los peces lenguados (Paralichthys dentatus
y Pseudopleuronectes americanus) del 95% al 98% del Hg en el misculo se encuentra en
la forma metilada (Payne y Taylor, 2010), y en bacalao (Boreogadus saida) se ha reportado
que el 100% del Hg es toxico (Campbell et al., 2005). En filete de tiburones en general, el
porcentaje de MeHg es > 94% (Krystek y Ritsema, 2005), mientras que para el tiburon azul
del Atlantico Norte se ha reportado entre 88 y 100% (promedio 92%) (Storelli et al., 2001).

Lo anterior sugiere que las concentraciones de Hg son més altas del limite permitido
para consumo humano (1 pg MeHg g ww) por agencias nacionales e internacionales
(Tabla I). Sin embargo, es importante resaltar que la toxicidad depende de la dosis y la
frecuencia en el consumo del producto (Baynes, 2004). Es importante cuantificar en
tiburdn azul en las costas de Baja California Sur cudl es la fraccion del Hg total (analizado

en este estudio) que corresponde a la forma organica (MeHg).

En este estudio se encontraron diferencias entre estadios de madurez, asi como una
relacién con la talla en la concentracion de Hg. En el masculo del tiburén azul de la costa
occidental de Baja California Sur se encontrd una relacién entre la concentracion de Hg
total y la talla del organismo (R%= 0.64; p=0) (Fig. 8). Se ha sugerido que la concentracién
de Hg en el masculo tiende a incrementarse con el tamafio (probablemente con la edad) (de
Pinho et al., 2002; Branco et al., 2007) y el nivel trofico del tiburdn (Escobar-Sanchez et
al., 2011).

El tiburén azul tiende a incrementar su nivel tréfico a lo largo de su vida (Kim et al.,
2011), quizés porque el aumento de tamafo le permite consumir presas de mayor tamafo y
mas rapidas (Ruiz-Cooley et al., 2006; McMeans et al., 2007). Esto se ha sugerido a partir
del enriquecimiento del is6topo de nitrégeno (5'°N) observado en el misculo de machos
adultos de tiburén azul, asociado a la preferencia en el consumo de macarela (Scomber
japonicus) (Polo-Silva, com pers.). Adicionalmente, se han encontrado mayores
concentraciones de Hg en depredadores que consumen peces en su dieta (Baeyens et al.,
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2003; Dehn et al., 2005); por ejemplo, la macarela tiene una mayor concentracion de Hg
(0.57+0.02 g kg %) que la langostilla (0.13+0.01 g kg %) y el calamar gigante (0.12+ 0.05
ug g 1) (Maz-Courrau y Lépez-Vera, 2006).

Con base en las diferentes concentraciones de Hg en los tejidos que las presas
potenciales, la diferencia en la concentracion de Hg observada entre hembras y machos del
tiburon azul puede estar relacionada a las preferencias alimenticias de cada género
(Hernandez-Aguilar, 2008; Escobar-Sanchez et al., 2011). Esta diferencia puede respaldar
la hipdtesis de la segregacion del tiburon azul por sexo y estadio de madurez propuesta por
Nakano (1994).

En peces existe una variacion de los indicadores de estrés oxidativo en respuesta a la
exposicion de elementos traza. Los elementos traza Hg y As tienen una gran afinidad por
los grupos tiol, tienen la capacidad de reducir al GSH, inducir la produccién de ERO v,
como consecuencia, producir dafio oxidativo (Livingstone, 2003; Halliwell y Gutteridge,
2007; Konigsberg, 2008; Jomova et al., 2011). Berntssen et al. (2003) encontraron que la
exposicion a MeHg en el salmén del atlantico (Salmo salar parr) puede disminuir la
actividad de SOD y de GPx e incrementar la concentracion de TBARS. Bagnyukova et al.
(2007) no encontraron un incremento en la concentracion de TBARS o carbonilos proteicos
en la bailarina (Carassius auratus) expuesta a As en forma de arsenato. Sin embargo, la
exposicioén a Fe en la bailarina (C. auratus) incrementa la concentracion de TBARS y
carbonilos proteicos y como respuesta, aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes
en higado y rifion (Bagnyukova et al., 2007). En la bailarina se report6 un decremento en la
actividad de GPx y CAT ante la exposicién de Cu (Liu et al., 2006), mientras que en trucha
(Salmo trutta) no se encontré un incremento en la actividad de CAT ni de GPx ante la

exposicion de Cd (Hansen et al., 2007).

En el presente estudio se observaron diferencias entre sexos y estadios de madurez en la
concentracion de Cu y Hg en el tiburdn azul. Las diferencias entre sexos pueden deberse a
factores reproductivos. En ratas, cuando las hembras se estan preparando para la gestacion,

incrementa la induccion de la concentracion de metalotioneina (MT) vy, por ende, la
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capacidad de almacenar elementos esenciales, como el Cu (Suzuki et al., 1990; Chan et al.,
1993).

Elementos traza como el Cu y el Zn tienen la capacidad de inducir el factor de
transcripcion de metales (MTF-1), el cual a su vez, induce la produccion de MT y otras
enzimas de transporte (Valko et al., 2005). Se han reportado concentraciones de MT de0.55
a 0.86 mg g ww en musculo de un escualido (Etmopterus princeps) (Company et al.,
2010). La MT vy otras proteinas chaperonas en los tejidos de tiburones pueden prevenir la
toxicidad y el dafio oxidativo de algunos elementos esenciales y no esenciales, como el Hg
en el masculo, ya que tienen la capacidad de unirse a los elementos, evitando su reactividad
y toxicidad (Bonwick et al., 1990; Storelli et al., 2011).

En el presente estudio, no se encontraron diferencias significativas por sexo o estadio de
madurez en la actividad de las enzimas antioxidantes, en la concentracion de TBARS, ni en
la produccion de O," del tiburén azul. En los machos se observaron mayores
concentraciones de carbonilos proteicos que en las hembras. En la sangre de las hembras de
pez loro (Symphodus melops), se reporta mayor concentracion de carbonilos proteicos que
en los machos (Almroth et al., 2008). Sin embargo, los estrogenos (Borras et al., 2007), la
vitamina E y el GSH (Goldfarb et al., 2007) en hembras tienen la capacidad de prevenir el
dafio oxidativo, incluyendo el dafio a proteinas (cuantificado como la concentracion de
carbonilos proteicos). La diferencia entre sexos en la concentracion de carbonilos proteicos
en el masculo de tiburon azul también puede deberse a las preferencias alimenticias que
pudieran aportar diferentes concentraciones de elementos traza (Hernandez-Aguilar, 2008;
Escobar-Sanchez et al., 2011), y como consecuencia afectar a las defensas antioxidantes
(Halliwell y Gutteridge, 2007).

8.3 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en higado y rifiidn del tiburon

azul

Se presentaron diferencias entre sexos (IFd vs IMm vs IMd) en la concentracion

hepética de Hg y Cd por la presencia de dos organismos outliers (IMm: 240 y 252 cm LT).
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Con base en el criterio establecido por Pratt (1979) y estimaciones de edad y de madurez
sexual de los tiburones azules en la costa occidental de México (Blanco-Parra et al., 2008;
Carrera-Ferndndez et al., 2010), la madurez sexual en machos parece ocurrir cuando
alcanzan un talla alrededor de 170 cm (LT). Por el tamarfio, ambos tiburones considerados
como outliers en el este estudio, se clasificarian como machos maduros. Sin embargo, sus
organos sexuales no estaban desarrollados aln y sus gonopterigios no presentaron rotacion
ni calcificacion como se esperaria en machos maduros. A pesar de esto, se observaron altas
concentraciones de algunos elementos traza (Hg y Cd) propias de organismos adultos. Esto
puede deberse a que el tamafio es un factor que permite a los depredadores desarrollar
habilidades y estructuras morfoldgicas (e.g. aumento del tamafio de la boca) apropiados
para explorar diferentes ambientes y de esta manera ampliar su espectro alimenticio a
presas mas rapidas y grandes como algunos peces y calamares pelédgicos (Estupifian-
Montafio et al., 2009; Cabrera-Chavez-Costa et al., 2010; Newman et al., 2012).
Adicionalmente, al ser organismos mas viejos 0 que han vivido mas tiempo, acumulan una
mayor cantidad de elementos traza en sus tejidos que los organismos juveniles (de Pinho et
al., 2002; Branco et al., 2007; Barrera-Garcia et al., 2012).

En el presente trabajo, se encontraron diferencias en las concentraciones de elementos
traza y los niveles de los indicadores de estrés oxidativo entre tejidos, las cuales también
han sido reportadas previamente para tiburones. Nam et al. (2010) encontraron que las
concentraciones de Hg en higado son mayores que en rifidn en el tiburén limén (Negaprion
brevirostris). Las concentraciones de Zn son mayores en rifidn que en higado en el tiburén
G. galeus (Vas, 1987). En relacion a los indicadores de estrés oxidativo, Filho y Boveris
(1993) encontraron, para diferentes especies de tiburones y rayas, que la actividad de CAT
y la concentracion de TBARS son mayores en higado con que en rifion. Estas diferencias
entre tejidos pueden deberse a la afinidad que tengan los elementos entre organos y a la
funcién de éstos; el higado es un tejido relacionado al metabolismo, y al tener alto
contenido lipidico, es un dérgano de almacenaje de energia, es detoxificante v,

especialmente en tiburones, contribuye a la flotabilidad (Hinton et al., 2008; Zambonino et
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al., 2008). EIl rifion en tiburones sirve como organo filtrador, excretor y de absorcién
(Marshall y Grosell, 2008).

No se encontraron diferencias significativas entre sexos en los indicadores de estrés
oxidativo (ERO, antioxidantes y dafio a tejidos) ni en la mayoria de los elementos traza. Sin
embargo, las concentraciones de Zn fueron mayores en machos que en hembras. Vas
(1987) y Endo et al. (2008) tampoco encontraron diferencias entre sexos en la
concentracion de elementos traza (e.g. Cu, Fe, Cd, Zn, Pb, Hg) en G. galeus y S. acanthias.
Al-Yousuf et al. (2000) encontraron concentraciones de Zn mas altas en hembras que en
machos en el pez Lethrinus lentjan y atribuyeron esta diferencia a la disponibilidad de
sitios activos dependientes de Zn en las proteinas. Es posible que en el tiburén azul, esta
diferencia esté relacionada con la preferencia alimenticia, ya que gran parte del Zn es

incorporado a través de la dieta (Hernandez-Aguilar, 2008).

La mayor concentracion de Zn en los machos que en hembras inmaduros del tiburén
azul quiza puede estar relacionada a la presencia de Cd, ya que el Zn es un elemento
esencial que tiene la capacidad indirecta de proteger al organismo de la toxicidad del Cd en
tejidos como el higado; este proceso ocurre a través de la accion de la MT afin a estos
elementos (Hidalgo et al., 1985; Heath, 1995). Como se menciond anteriormente para el
musculo del tiburdn azul, el Zn puede activar al MTF-1, el cual induce a su vez a la MT (Di
Giulio y Meyer, 2008; Hahn y Hestermann, 2008). En el higado, la MT esta unida a las
moléculas de Zn, el cual es reemplazado por Cd, de tal manera que el Cd queda unido a la
MT, y de esta manera, previene su efecto tdxico en el organismo (Nordberg, 1998). Este
mecanismo puede ocurrir en tiburones, ya que se ha comprobado la presencia de MT en
tejidos de tiburones escudlidos y carcarrinidos (Bonwick et al., 1990; Cho et al., 2005;

Company et al., 2010).

No se encontraron diferencias significativas entre juveniles y adultos en la
concentracion de elementos traza, TBARS y carbonilos proteicos, ni en la produccién de
O" en higado y rifién. Sin embargo, la actividad de GPx y CAT en el higado de tiburones
azules fue mayor en HMd que en HId. Cambios similares en la actividad antioxidante con
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la edad se han reportado previamente para otras especies de peces. Wdzieczak et al. (1982)
reportaron una reduccion en la actividad enzimética de SOD con la edad en eritrocitos de
robalo (Dicentrarchus labrax), y Sanz et al. (2001) reportaron una mayor actividad de CAT
y GPx en células rojas del esturion (Acipenser naccarii). Sin embargo, no se reportan
diferencias relacionadas con la edad en la trucha arcoiris (Oncorhynus mykiss) y el bagre
(Ameiurus melas) (Otto y Moon, 1996). Las diferencias en la actividad enzimatica
antioxidante con la edad pueden estar relacionadas a procesos reproductivos, ya que
durante la gestacion la tasa metabdlica y la produccién de ERO aumentan, y es posible que
aumente la actividad de enzimas antioxidantes en los tejidos (Halliwell y Gutteridge, 2007;
Konigsberg, 2008; Garratt et al., 2011).

Cambios en los indicadores de estrés oxidativo en respuesta a concentraciones elevadas
de elementos traza se ha reportado previamente para peces en diferentes tejidos; por
ejemplo, en el higado del pez cabeza de serpiente moteada (Channa punctatus) se observo
un aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes (e.g. GPx, GR, CAT) a la
exposicion prolongada de As (Allen y Rana, 2004), y un aumento de la actividad de las
enzimas antioxidantes SOD y GST en diferentes tejidos (e.g. higado y rifién) del bagre de
africa (Clarias gariepinus) (Farombi et al., 2007). En el tiburén azul se observo una
relacién entre la concentracion de Cu y los niveles de carbonilos proteicos en higado. Este
indicador de estrés oxidativo se ha usado como biomarcador de la presencia de elementos
traza (e.g. Cu) en higado y rifidén de bagre (Wallago attu) (Parvez et al., 2006) y en sangre
del pez labrido (Symphodus melops) (Almroth et al., 2008).

Correlaciones entre indicadores de estrés oxidativo han sido previamente reportadas en
musculo y sangre de tiburones (Rudneva, 1997; Barrera-Garcia et al., 2012). En el presente
estudio, se observo una correlacion entre la actividad de SOD y GR, la actividad de SOD y
la produccion de O,", y la actividad de SOD y la concentracion de carbonilos proteicos. Es
probable que en tiburones azules la actividad antioxidante pueda prevenir el efecto de las
ERO, como el O,", y de esta manera reducir el dafio oxidativo a proteinas, lipidos y ADN
(Halliwell y Gutteridge, 2007; Di Giulio y Meyer, 2008; Konigsberg, 2008).
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8.4 Concentracion de los elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en presas

del tiburén azul

8.4.1 Elementos traza en calamar y langostilla como presas importantes del tiburén azul

El calamar D. gigas es una especie que cumple un papel ecolégico muy importante en el
ecosistema marino debido a su amplia distribucion y abundancia (Nigmatullin et al., 2001).
Esta especie es depredador de una gran variedad de presas que incluyen peces, crustaceos,
calamares y otros invertebrados (Markaida y Sosa-Nishizaki, 2003), siendo la langostilla

una de sus principales presas (Bazzino et al., 2010).

La langostilla (P. planipes), en su fase pelagica, se encuentra en altas abundancias desde
la superficie hasta una profundidad de 200 m (Aurioles-Gamboa, 1992, 1994, 1995). De
Anda-Montaiiez et al. (2013) reportan abundancias de langostilla por estrato de
profundidad desde los 51 hasta los 400 m, con las mayores abundancias entre los 201 y 300
m en las proximidades de Bahia Magdalena. La langostilla es un alimento importante para
numerosos depredadores, como el tiburén azul (Hernandez-Aguilar, 2008; Markaida y
Sosa-Nishizaki, 2010) y el calamar D. gigas (Markaida, 2006), entre otros.

Las concentraciones de Cu que se encontraron tanto en el calamar como en la langostilla
pueden deberse a que estos organismos contienen, como pigmento respiratorio,
hemocianina en vez de hemoglobina (Van Holde et al., 2001). La hemocianina contiene Cu
en su sitio activo en vez de Fe, como ocurre en la hemoglobina de vertebrados, entre ellos

los peces y los mamiferos (Craig y Overnell, 2003).

Los cefal6podos, atn aquellos que habitan en lugares no contaminados, acumulan Cd en
el hepatopéancreas (Bustamante et al., 1998). Los calamares que pertenecen a las familias
Ommastrephidae, Onychoteuthidae, Histioteuthidae y Gonatidae, al ser las presas mas
comunes de los depredadores tope, como los tiburones, pueden aportar, en comparacién
con otras presas, mayores concentraciones de Cd a sus consumidores (Bustamante et al.,
1998). La mayoria de los cefalopodos han desarrollado mecanismos eficientes de

detoxificacion de Cd en el hepatopancreas (Bustamante et al., 2002). EI Cd en el
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hepatopancreas en especies de cefalopodos pertenecientes a la familia Sepiidae, Loliginidae
y Ommastrephidae tiene una distribucion subcelular en el citosol y los organelos,
asociandose con proteinas citosolicas y no con la MT (Bustamante et al., 2002; Craig y
Overnell, 2003), como se ha observado en otros organismos. EI Cd también se une a
compuestos insolubles, lo que hace que este elemento no esté en una forma biodisponible

para los cefalépodos (Bustamante et al., 2002).

La presencia de Cd en presas como calamares, no necesariamente implica un efecto
toxico en los depredadores que las consumen. En ballenas consumidoras de cefalépodos se
reportan valores de hasta 200 mg Cd kg™ ww; estas concentraciones parecen no afectar a la
ballena debido a que han desarrollado mecanismos fisioldgicos (e.g. unién del elemento a
la MT) para detoxificar el Cd (Bustamante et al., 1998). Los invertebrados gasterépodos
acumulan elementos traza en granulos insolubles en el hepatopancreas, el rifion y el
intestino; estos granulos son defecados, por lo que no hay un proceso de asimilacion de los
elementos traza, y se reduce la biodisponibilidad de dichos elementos a través de la cadena
trofica (Nott y Nicolaidou, 1990).

8.4.2 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en musculo e higado de calamar
gigante Dosidicus gigas

En diferentes especies de invertebrados como en los calamares Loligo forbesi (Craig y
Overnell, 2003), Todares filippovae (Kojadinovic et al., 2011) y el pulpo Octoous vulgaris
(Semedo et al., 2012), se ha encontrado que los elementos traza (e.g. Ag, Fe, Zn, Cu, As,
Cd y Pb) se acumulan en el higado en mayor cantidad que en otros 6rganos, como el
musculo, los tentaculos o el manto. Elementos como el Hg y el As se acumulan
mayormente en el masculo de cefalépodos como T. filippovae (Kojadinovic et al., 2011) y
Octopus vulgaris (Semedo et al., 2012), contrario a lo que se observé en el presente trabajo
en D. gigas.

La acumulacion de elementos traza en el higado con respecto a otros tejidos puede ser
muy variable entre especies e individuos (Martin y Flegal, 1975). Es probable que la

acumulacion de Hg y As en el higado de D. gigas esté en funcion de los procesos de
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detoxificacion y excrecion; mientras que en otras especies de cefalépodos se podria deber
al proceso de redistribucion y a la transformacion quimica de estos elementos en tejidos
como el musculo que, por ser un tejido rico en proteinas con grupo sulfidrilo, tiene afinidad
por Hg (MeHg) y As (Bustamante et al., 2006; Kojadinovic et al., 2011).

La actividad de las enzimas antioxidantes GPx y GR fue mayor en musculo que en el
higado en D. gigas, quizd debido a que el mdsculo puede ser un tejido con elevada
actividad de enzimas dependientes de metales (Craig y Overnell, 2003). Un hallazgo
similar se reportd en el mejillon Mytilus edulis, mayor actividad de GPx en musculo que en
higado (Gamble et al., 1995).

En moluscos, frecuentemente se ha reportado una asociacién entre la concentracion de
Cuy Zny la concentracién de Cd debido a la presencia de proteinas afines a metales, como
la MT (Isani et al., 2000; Kojadinovic et al., 2011). En cefalépodos se ha reportado la
presencia de la MT en calamares, sepias y pulpos (Castillo y Maita, 1991; Bustamante et
al., 2002). La interaccion entre elementos esenciales y no esenciales es un indicador de que
los elementos esenciales juegan un papel importante en los procesos de detoxificacion de

los organismos (Kojadinovic et al., 2011).

Los elementos traza inducen la produccion de ERO (Livingstone, 2003) y, como
mecanismo de defensa, se incrementa la actividad de las enzimas antioxidantes (Semedo et
al., 2012). Los indicadores de estrés oxidativo se han utilizado en invertebrados como
biomarcadores de la presencia de contaminantes, como por ejemplo, en la almeja chocolata
(Megapitaria squalida) se ha evidenciado que existe una correlacion entre la presencia de
metales (e.g. Cd, Pb, Fe) con indicadores de estrés oxidativo (e.g. TBARS, SOD y GST)
(Cantd-Medellin et al., 2009). Sin embargo, Semedo et al. (2012) reportaron en el pulpo
Octopus vulgaris una correlacion inversa entre la actividad enzimatica (e.g. SOD, CAT,
GST) vy el dafio oxidativo a lipidos, lo cual relacionaron al papel que juegan estos

antioxidantes para prevenir el dafio oxidativo a tejidos.
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En el masculo del calamar se observd una correlacion positiva de la concentracion de
Hg y Pb con los niveles de carbonilos proteicos, sugiriendo que la actividad antioxidante no
es suficiente para prevenir el dafio oxidativo a proteinas. Adicionalmente, a pesar de no
haberse observado una correlacion significativa, entre las concentraciones de Hg y As
presentes en musculo, la mayor actividad de CAT y GST, y la mayor concentraciéon de
TBARS en musculo, pueden ser un indicador de que la actividad antioxidante en este tejido

no es suficiente para prevenir el dafio oxidativo a lipidos.

En el higado de D. gigas se observé una correlacion negativa entre la concentracion de
Fe y los niveles de carbonilos proteicos. El Fe, al ser un elemento divalente, tiene la
capacidad de generar dafio oxidativo a tejidos a través de las reacciones de Fenton y Haber-
Weis (Halliwell y Gutteridge, 2007). Sin embargo, es posible que la mayor actividad de
enzimas (e.g CAT, SOD y GST) en este tejido pueda prevenir el dafio oxidativo generado

por la presencia del Fe.

Con base en las diferencias significativas entre tejidos, el higado tiene mayor
concentracion de elementos traza que pueden ser toxicos para el organismo, generando una
mayor produccion de O,". Sin embargo, la mayor actividad de CAT, SOD y GST en
higado en comparacion con el masculo, y el menor dafio oxidativo a lipidos en el higado,
sugiere que la actividad de estas enzimas disminuye el dafio oxidativo en el higado. La
actividad de estas enzimas (CAT, SOD y GST) para disminuir el dafio oxidativo fueron

reportadas por Semedo et al. (2012) para el pulpo O. vulgaris.

8.4.2.1 Calamares como indicadores para la salud humana

El calamar gigante es una especie de cefalépodos altamente capturada y comercializada
a nivel mundial, ya que a nivel mundial se desembarcan aproximadamente 800,000
toneladas métricas (FAO, 2006). A nivel nacional, se reportan en el Golfo de California en
1997, 140,000 toneladas (Rosas-Luis et al., 2008), y en el Océano Pacifico en el 2005

4,500 toneladas de calamar capturado (Bazzino et al., 2010).
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Debido a su explotacion pesquera, es importante tener en cuenta las concentraciones de
elementos traza en los tejidos de D. gigas como el mdsculo, ya que pueden tener efectos en
la salud de sus consumidores, incluyendo humanos. Instituciones gubernamentales
nacionales e internacionales, como la Administracion de Drogas y Alimentos de Estados
Unidos (US Food and Drug Administration, FDA), Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), y las normas oficiales mexicanas, NOM 242-SSA1 y NOM 027-SSA1, han

establecido los limites permisibles para consumo humano (Tabla 1).

Las concentraciones de Cd en musculo de D. gigas en el presente estudio exceden los
limites permisibles por las leyes para consumo humano. La toxicidad del Cd puede causar
enfermedades del rifion, a los glomérulos del rifion, dafios al tabulo renal, también puede
afectar los pulmones, el higado, los huesos, el sistema inmune y puede llegar a ser
cancerigeno (Valko et al., 2005; Dehn et al., 2006; United States Environmental Protection
Agency, 2007).
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9 CONCLUSIONES

Existen diferencias entre sexos y por estadio de madurez en las concentraciones de Hg y
Cu en musculo, y en las concentraciones de Hg, As, Zn, Cd y Pb en higado y rifion del
tiburdn azul. Debido a que la mayoria de los elementos traza son adquiridos a través de la
alimentacion, las diferencias en concentraciones observadas en este estudio pueden estar
relacionadas con la segregacion sexual, distribucion espacial y las preferencias alimenticias
entre sexos y por estadio de madurez. Las hembras del tiburdén azul consumen mas
invertebrados, especificamente langostilla, mientras que los machos adultos comen mas

peces, como la macarela.

En el musculo del tiburén azul existen asociaciones entre las concentraciones de Hg y
As, y la produccion de O,"; entre la actividad de las enzimas SOD, GST y GR, y la
concentracion de TBARS. En el higado se observaron asociaciones entre la actividad de
SOD y de GR, y los niveles de carbonilos proteicos; entre la actividad de GST vy la
concentracion de As. En el rifidn se observaron asociaciones entre la actividad de SOD y la
concentracion de TBARS; la concentracién de carbonilos proteicos y las concentraciones
de As y Cu. Estas relaciones entre elementos traza e indicadores de estrés oxidativo
sugieren que la actividad de las enzimas antioxidantes y la concentracion de carbonilos
proteicos pueden servir como biomarcadores de la presencia y el posible efecto de los

elementos traza en tiburones azules silvestres

Existen correlaciones entre las concentraciones de los elementos traza en los diferentes
tejidos del tiburén azul: En el higado, entre las concentraciones de Cd y Zn, y en rifion,
entre las concentraciones de As y Cd. Estas interacciones sugieren la presencia y la accion
de la MT vy otras proteinas de transporte que pueden estar previniendo el efecto téxico de

los elementos traza al evitar su toxicidad.

Las concentraciones de Hg en el musculo del tiburdon azul son mayores a las
concentraciones reportadas anteriormente para la misma especie y para el tiburon mako en

las costas de Baja California Sur. En algunos ejemplares, especialmente aquellos de tallas
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mayores (>200 cm LT), estas concentraciones son mayores al limite permitido por la
NOM-242-SSA1 para consumo humano (0.5 — 1 mg Hg kg™* ww). La talla puede ser un
factor importante para determinar la acumulacion de elementos traza en tejidos del tiburon
azul. Se recomienda realizar analisis especificos de MeHg en estos organismos para

confirmar la fraccion de Hg organico (la fraccion téxica) en el masculo del tiburén azul.

Con excepcion de la actividad de GST en higado, la actividad de las enzimas
antioxidantes GPx, GR, GST, CAT y SOD fueron menores y el dafio oxidativo a proteinas
fue mayor en el masculo, higado y rifién del tiburén azul (presente estudio) comparado con

los resultados reportados para el tiburon mako en la misma localidad.

En el higado y musculo del calamar y la langostilla se encontraron concentraciones mas
altas de Cd, Pb, Zn y Cu que las de su posible depredador, el tiburon azul. Las
concentraciones de Cu se atribuyen al complejo de este elemento traza con la hemocianina

de invertebrados.
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11 ANEXOS

Anexo 1. Concentraciones (mg kg™ peso seco, dw) de los elementos traza en tejidos del
tiburén azul (Prionace glauca), calamar gigante (Dosidicus gigas) y langostilla
(Pleuroncodes planipes) capturados en Baja California Sur.

Tejido Grupo Cu Fe Zn Cd Pb
HI 7.09+1.26 117.11+11.29 27.40+1.10 2.91+1.04 0.27+0.05
HM 9.79+0.94 160.22+50.97 36.43+5.55 0.07+0.04 0.40+0.10
MIm 3.72+0.26 109.65+30.02 23.42+1.86 <0.02MP- <0.07M""
Mdsculo Mid 8.39+0.84 126.10+34.63 24.86+1.41 0.07+0.04 0.13+0.05
Tiburén 7.54+0.6 129.23+17.34 28.39+1.77 0.95+0.61 0.23+0.04
Calamar 32.45+6.74 18.29+3.11 98.41+4.76 11.17+2.18 0.56+0.06

Langostilla

HI 7.65%1.20 163.35+14.12 38.95+2.70 22.91+2.61 0.48+0.12
HM 5.62+v 234.68+43.20 41.84+4.02 30.77+5.25 0.30+0.09
) MIm 18.12+5.43 247.70454.61 87.85+19.33 74.08+21.33 0.35+0.22
Higado Mid 9.04+3.04 161.51+13.35 46.23+3.96 26.63+5.10 0.37+0.09
Tiburén 9.28+1.42 195.68+16.15 49.95+4 58 34.66+5.01 0.38+0.06
Calamar  1105.89+90.77  147.37+10.92  1833.88+371.17  662.36+143.71  0.7640.12
HI 8.72+0.72 160.69+11.48 59.20+1.05 4.81+0.54 1.49+0.07
HM 7.57+0.83 175.79+21.88 61.76+2.00 6.79+1.17 1.41%0.09
Rifi6n MIm 8.09+1.49 201.66+41.33 69.16+11.60 13.74+6.47 0.96+0.15
MId 8.17+0.83 215.55+45.99 58.07+2.03 4.19+0.56 1.55+0.11
Tiburén 8.17+0.44 185.7+15.06 61.28+2.1 6.69+1.23 1.4+0.06

MDL: Limite minimo de Deteccién

HI: Hembras Inmaduras; HM: Hembras maduras; MIm: Machos Inmaduros mayo; Mid:
Machos Inmaduros diciembre
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Anexo 2. Concentraciones (mg kg™ ww) de elementos traza reportados por tejido para diferentes especies de tiburones.

Musculo T Hg Cu Zn Fe Cd Pb Region Referencia
Prionace glauca 0.16-1.84 Canarias Branco et al., 2004
Prionace glauca 0.16-1.2 Azores Branco et al., 2004
Prionace glauca 0.22-1.3 Azores Branco et al., 2007
Prionace glauca 0.68-2.5 Atlantico EC  Branco et al., 2007
Prionace glauca 0.27-1.20 Tasmania Davenport, 1995
Prionace glauca 0.82+0.34 Mexico Maz y Lopez, 2006
Prionace glauca 0.38 Mediterraneo  Storelli et al., 2001
Prionace glauca 0.24 6.34 0.45 <0.02 Inglaterra Vas, 1991
Carcharhias arenarius 0.06-1.48 Australia Denton y Breck, 1981
Carcharhinus albimarginatus 1.80+0.45 3.40+£0.81 3.26+1.93 Japan Endo et al., 2008
Carcharhinus dorsalis 0.03-1.6 Australia Caputi et al., 1979
Carcharhinus leucas 3.65 4.36 3.51 Japan Endo et al., 2008
Carcharhinus leucas 0.24-1.70 Florida Adams y McMichael, 1999
Carcharhinus limbatus 3.33 1.06 43.97 0.35 2.51 Atléntico Nufiez-Nogueira, 2005
Carcharhinus limbatus 0.24 0.31 3.11 0.01 0.16 Pacifico Powell y Powell, 2001
Carcharhinus plumbeus 1.66 3.35 1.99 Japan Endo et al., 2008
Carcharhinus signatus 1.77+0.56 Brazil Pinho et al., 2002
Carcharhinus spallanzani 0.49-2.14 Australia Denton y Breck, 1981
Galeocerdo cuvier 0.73£0.26 4.73£2.53 3.14+1.84 Japan Endo et al., 2008
Galeocerdo cuvier 0.84+0.32 4.70+4.21 3.04+0.92 Japan Endo et al., 2008
Galeorhinus galeus 0.52-1.13 Argentina Perez et al., 1985
Galeorhinus galeus 0.5 3.55 0.01 0.14 Inglaterra Vas, 1987
Galeorhinus galeus 0.44 2.12 3.14 <0.02 0.16 Inglaterra Vas, 1991

Galeorhinus galeus | 0.36 2.12 5.05 0.01 0.21 Inglaterra Vas, 1987
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Galeus melastomus 0.22 1.99 0.08 0.16 Inglaterra Vas, 1991
Galeus melastomus 0.22 Inglaterra Vas y Gordon, 1993
Galeus melastomus 0.99-8.76 0.45 3.63 0.07 Mediterraneo  Hornung et al., 1993
Isurus oxyrhinchus 0.40451 0.06 0.29 México Velez, 2009
Isurus oxyrhincus > 0.45 Tailandia Menasveta y Siriyong, 1977
Isurus oxyrhincus 1.58 0.35 4 Pacifico Vlieg et al., 1993
Lamna nasus 0.68 0.4 4 Pacifico Vlieg et al., 1993
Lamna nasus 7.21 0.6 0.79 Inglaterra Vas, 1991
Negaprion brevirostris 0.08608 Florida Dong-Ha et al, 2010
Negaprion brevirostris 0.1168 Florida Dong-Ha et al, 2010
Sphyrna blochii 0.21+0.03 India Kureishy et al, 1979
Sphyrna lewini 0.38 0.37 3.8 0.02 0.14 Pacifico Powell y Powell, 2001
Sphyrna tiburo 0.13-1.50 Florida Adams y McMichael, 1999
Sphyrna zygaena JA 12.15 1.01-1.82  6.79-7.13 0.02-0.03 0.02-0.04 Mediterrdneo Storelli et al., 2003
Higado T Hg Cu Zn Fe Cd Pb Region Referencia
Prionace glauca B 0.15-2.2 Atlantico EC  Branco et al., 2007
Prionace glauca B 0.032-0.96 Azores Branco et al., 2007
Prionace glauca 0.65 4.02 0.25 1.14 Inglaterra Vas, 1991
Carcharhinus leucasB 28.1 2.38 5.02 69.7 2.97 Japén Endo et al., 2008
Carcharhinus plumbeus 3.62 4.07 6.16 102 0.73 Japén Endo et al., 2008
Carcharhinusalbimarginatus 0.70+0.42 1.470+0.43 4.2841.07 25.3+17.3 0.26+0.46 Japon Endo et al., 2008
Galeocerdo cuvier F 1.60+4.57 1.70+0.75 2.86+£0.61 20.3+7.1 0.18+0.34 Japén Endo et al., 2008
Galeocerdo cuvier M 0.81+1.18  1.65+0.74 2.89+1.12 20.1+6.3 0.13+0.13 Japén Endo et al., 2008
Galeorhinus galeus 0.45 1.44 10.15 <0.02 <0.02 Inglaterra Vas, 1991
Galeorhinus galeus F 0.6 1.44 5.16 0.01 0.02 Inglaterra Vas, 1991
Galeorhinus galeus M 0.31 15.134 0.01 0.02 Inglaterra Vas, 1991
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Galeus melastomus 0.25 4.65 0.07 0.26 Inglaterra Vas, 1991
Galeus melastomus 0.25 Inglaterra Vas y Gordon, 1993
Isurus oxyrhinchus 0.05379 1.12 0.14 México Velez, 2009
Negaprion brevirostris 0.134 Florida Nam et al, 2010
Negaprion brevirostris 0.069 Florida Nam et al, 2010
Rifidn T Hg Cu Zn Fe Cd Pb Regién Referencia
Galeorhinus galeusF 1.03 5.63 242 0.01 0.02 Inglaterra Vas, 1991
Galeorhinus galeus M 0.6 12.06 0.01 0.02 Inglaterra Vas, 1991
Galeorhinus galeus 0.82 5.63 7.24 <0.02 <0.02 Inglaterra Vas, 1991
Galeus melastomus 0.02 3.16 0.25 Inglaterra Vas, 1991
Galeus melastomus <0.02 Inglaterra Vas y Gordon, 1993
Isurus oxyrhinchus 0.04771 0.97 0.27 México Velez, 2009
Negaprion brevirostris 0.0348 Florida Nam et al, 2010
Negaprion brevirostris 0.042 Florida Nam et al, 2010
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Anexo 3. Oxidative stress indicators and trace elements in the blue shark (Prionace glauca) off
the east coast of the Mexican Pacific Ocean.

Barrera-Garcia, A.M., O’Hara, T., Galvan-Magafia, F., Méndez-Rodriguez, L.C., Castellini,
J.M., Zenteno-Savin, T.
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