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RESUMEN

Las purinas constituyen el adenosin trifosfato (ATP). En condiciones de hipoxia (disminucién
en la concentracion de oxigeno) la degradacion de ATP induce la acumulacion de hipoxantina
(HX). La enzima hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HGPRT) utiliza la HX para
resintetizar ATP a partir de inosina monofosfato (IMP). El ejercicio y el buceo en apnea
pueden generar hipoxia en tejidos. Durante el ejercicio, aumenta la demanda energética del
musculo esquelético y el consumo de oxigeno puede superar su aporte. Durante el buceo en
apnea, se reduce el aporte de oxigeno y, aunque el uso de las reservas de oxigeno se regula a
través de bradicardia (disminucion en el ritmo cardiaco) y vasoconstriccion periférica, los
tejidos con bajo flujo sanguineo (isquemia) pueden sufrir hipoxia. El objetivo de este trabajo
fue evaluar si existen diferencias en los niveles de los componentes del metabolismo de las
purinas entre el buceo y el ejercicio. Para abordar este objetivo, se cuantificaron los
componentes del metabolismo de las purinas después de un periodo de buceo y de ejercicio.
Se colectaron muestras de sangre de Tursiops truncatus en cautiverio alojados en
CaboDolphins, Cabo San Lucas, al finalizar un buceo de 2.06 + 0.21 min (n=8) y después de
una rutina de nado con acrobacias de 15 min (n=8). Se midio el hematocrito (Hct) a partir de
la muestra de sangre completa. El remanente de las muestras se centrifugé para separar el
plasma y los eritrocitos, éstos se congelaron a -80°C hasta su analisis. En las muestras de
plasma y contenido intraeritrocitario, se midio la actividad de las enzimas que intervienen en
el metabolismo de las purinas (HGPRT, inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH),
xantina oxidasa (XO), purina nucledsido fosforilasa (PNP)), asi como la concentracion de
los metabolitos de las purinas (HX, X, AU, IMP, inosina, nicotinamida adenina dinucle6tido
(NAD"), adenosina, adenosina monofosfato (AMP), adenosina difosfato (ADP), ATP,
guanina difosfato (GDP) y guanina trisfosfato (GTP)). La actividad enzimatica (IMPDH,
PNP, XO) y la concentracién de los metabolitos de purina involucrados en la sintesis y
degradaciéon de purinas, fueron similares entre buceo y ejercicio. La concentracion de
adenosina en plasma fue mayor después del buceo (p=0.03); es probable que su incremento
este relacionado a la isquemia. En eritrocitos, la actividad de HGPRT fue mayor después del
buceo (p=0.007), esto sugiere una mayor capacidad para reciclar purinas y sintetizar ATP a
partir de IMP en los tejidos isquémicos de tursiones durante el buceo.

Palabras clave: Buceo, ejercicio, metabolismo de purinas.



ABSTRACT

Purines are precursors of adenosine triphosphate (ATP). Under hypoxia (low oxygen
concentration), ATP degradation results in accumulation of hypoxantine (HX).
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) recycles HX to generate ATP
from inosine monophosphate (IMP). Exercise and breath-hold diving can induce tissue
hypoxia. During exercise, muscle energetic demand increases and oxygen consumption can
exceed its supply. During breath-hold diving, oxygen supply is reduced and, although oxygen
utilization is regulated by bradycardia (low heart rate) and peripheral vasoconstriction,
tissues with low blood flow (ischemia) may become hypoxic. The goal of this study was to
evaluate potential differences in the levels of purine metabolism components between diving
and exercise. To addresses this objective, purine metabolism components were quantified
after diving and exercise. Blood samples were taken from captive bottlenose dolphins
(Tursiops truncatus) in CaboDolphins, Cabo San Lucas, following a 2.06 £ 0.21 min dive
(n=8) and after a swimming and jumping routine for 15 min (n=8). Hematocrit (Hct) was
measured from whole blood. The remaining samples were centrifuged to separate plasma and
erythrocytes, these were frozen at -80°C until analysis. Activity of enzymes involved in
purine metabolism (HGPRT, inosine monophosphate deshydrogenase (IMPDH), xanthine
oxidase (XO), purine nucleoside phosphorylase (PNP)), and purine metabolite
concentrations (HX, X, AU, IMP, inosine, nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+),
adenosine, adenosine monophosphate (AMP), adenosine diphosphate (ADP), ATP,
guanosine diphosphate (GDP), guanosine triphosphate (GTP)) were measured in erythrocyte
and plasma samples. Enzymatic activity and purine metabolite concentration involved in
purine synthesis and degradation, were similar between diving and exercise. Plasma
adenosine concentration was higher after diving than exercise (p=0.03); this may be related
to diving-induced ischemia. In erythrocytes, HGPRT activity was higher after diving than
exercise (p=0.007), suggesting an increased capacity for purine recycling and ATP synthesis
from IMP in ischemic tissues of bottlenose dolphins during diving.

Keywords: breath-hold diving, exercise, purine metabolism.
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1. INTRODUCCION

1.1 Metabolismo de purinas

Las purinas constituyen una familia de compuestos de naturaleza organica, presentan
una estructura heterociclica y aromatica constituida por un anillo de pirimidina unido a un
anillo de imidazol (Sachan et al., 2012). Las purinas cumplen distintas funciones; la adenina
y la guanina constituyen un grupo de bases nitrogenadas que conforman los &cidos nucleicos
(Sachan et al., 2012). Los metabolitos de purina también participan en varios procesos
bioquimicos, son precursores de coenzimas (nicotinamida adenina dinucleétido (NAD™),
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP™), dinucleétido de flavina (FAD) y
coenzima A (CoA)), transportan metabolitos y son sustratos para la sintesis de segundos
mensajeros celulares (adenosin monofosfato ciclico (CAMP) y guanosin monofosfato ciclico
(cGMP)) (Baranowska-Bosiacka et al., 2004; Rosemeyer, 2004). Las purinas también
constituyen el adenosin trifosfato (ATP), asi como el guanosin trifosfato (GTP), adenosin 5"-
monofosfato (AMP), guanosin 5 -monofosfato (GMP), NAD" y la CoA; por lo que
representan una importante funcién para almacenar y transportar energia quimica entre las
células (Dudzinska et al., 2006; Sachan et al., 2012).

Los nucledtidos de purinas (ATP y GTP) se pueden sintetizar de novo o a través de
una ruta de reciclaje (Baranowska-Bosiacka et al., 2004). La sintesis de novo de las purinas
inicia con la fosforilacion de una ribosa 5-fosfato a 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP),
después de una serie de reacciones en las que se consume ATP, se construye gradualmente
el anillo de las purinas y culmina con la biosintesis de la inosina 5’-monofosfato (IMP)
(Mathews et al., 2013; Moriwaki et al., 1999). La IMP provee la base para la sintesis de los
nucleotidos purinicos, AMP y GMP (Dudzinska et al., 2006). La formacién de AMP inicia
con la transferencia del grupo amino del aspartato al IMP por medio de la enzima
adenilosuccinato sintasa; como resultado de esta reaccion se forma un nucleotido
intermediario llamado adenilosuccinato, el cual es transformado a AMP mediante una

reaccion catalizada por adenilosuccinato liasa (Mathews et al., 2013) (Fig. 1). La sintesis de



los nucledtidos de guanina, inicia con la transferencia de un grupo amino de la glutamina, a
la xantosina 5"-monofosfato (XMP), reaccién catalizada por la enzima IMP deshidrogenasa
(IMPDH); posteriormente la GMP sintetasa forma el GMP a partir de XMP (Blackburn y
Gait, 1997) (Fig. 1).

IMP
IMP deshidrogenasa / wenilosuccinato sintetasa
XMP

Adenilosuccinato

GMP sintetasa Adenilosuccinato liasa

GMP AMP

Figura 1. Esquema de las reacciones en la sintesis de adenosin 5 -monofosfato (AMP) y
guanosin 5 -monofosfato (GMP) a partir de inosina 5"-monofosfato (IMP). XMP = xantosina
monofosfato (Tomada y modificada de Mathews et al., 2013).

La degradacién de las purinas consiste en la conversion de los nucledtidos (AMP,
IMP, XMP y GMP) a sus respectivos nucledsidos (adenosina, inosina, Xantosina y
guanosina) por medio de las nucleotidasas; despues, la enzima purina nucleosido fosforilasa
(PNP) elimina la ribosa-1-fosfato de los nucle6sidos dando como resultado hipoxantina
(HX), xantina (X) y guanina. Por dltimo, la xantina oxidasa (XO) oxida las bases
nitrogenadas HX y X para producir acido urico (Mathews et al., 2013; Moriwaki et al., 1999).
En mamiferos primates, aves, reptiles e insectos, el producto final de la degradacién de los
compuestos nitrogenados es el acido drico; otros mamiferos, como los delfines, poseen la

enzima uricasa que cataliza la conversion de &cido Urico a alantoina (Mathews et al., 2013)
(Fig. 2).

Ademas de la sintesis de novo, las purinas se pueden sintetizar mediante una ruta de
reciclaje; en la cual las bases libres y los nucledsidos preformados son reutilizados para
sintetizar ATP y GTP (Baranowska-Bosiacka et al., 2004; Dudzinska et al., 2010; Lowy et
al., 1962). La enzima HGPRT es capaz de convertir la HX a IMP y la guanina a GMP,



haciendo posible la obtencion de ATP a partir de IMP (Moriwaki et al., 1999) (Fig.2). Esta
ruta de reciclaje ofrece una ventaja energeética ya que reciclar productos de la degradacion es

menos costoso que desecharlos y sintetizarlos de nuevo (Blackburn y Gait, 1997).
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Figura 2. Esquema de las reacciones involucradas en el metabolismo de purinas; sintesis de
novo, degradacion y reciclaje de purinas. GTP = guanosina trifosfato, GDP = guanosina
difosfato, GMP = guanosina 5"-monofosfato, ATP = adenosin trifosfato, ADP = adenosin
difosfato, AMP = adenosin 5 -monofosfato, XMP = xantonsina monofosfato, IMP = inosina
monofosfato, IMPDH= inosina monofosfato deshidrogenasa, PNP= purina nucledsido
fosforilasa, HGPRT = hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa, XO = xantina oxidasa,
1= nucleésido difosfato quinasa, 2= guanilato quinasa, 3= adenilato quinasa, 4= AMP
deaminasa, 5= adenilosuccinato sintetasa, 6= adenilosuccinato liasa, 7= GMP sintasa,
8=nucleotidasa, 9= adenosina quinasa, 10= adenosina deaminasa, 11= guanina deaminasa,
12=uricasa (Tomada y modificada de Bretonnet et al., 2005).



1.2 Sintesis de ATP

La produccion de energia necesaria para llevar a cabo las funciones metabdlicas,
puede realizarse mediante diferentes rutas de sintesis del ATP. La movilizacion de fosfageno
es la ruta mas rapida para generar ATP; en vertebrados como los mamiferos, la fosfocreatina
(PCr) contenida en los musculos es catalizada por la creatina fosfocinasa (CPK), produciendo
ATP y creatina (Hochachka et al., 2001) (Reaccién 1).

PCr + ADP + H* - ATP + creatina )

La glucdlisis es otra ruta posible para la sintesis de ATP, que brinda una ganancia
neta de dos moléculas de ATP mediante fosforilacién a partir de la conversion de una
molécula de glucosa en dos de piruvato (Hochachka et al., 2001; Mathews et al., 2013). Este
proceso utiliza dos moléculas de NAD" por cada molécula de glucosa, como aceptor de
electrones en lugar de O (Hill et al., 2004). En condiciones anaerobias el NADH es oxidado
a NAD" transfiriendo sus electrones al acido piravico, el cual es reducido por la enzima
lactato deshidrogenasa (LDH) a acido lactico; esta reaccion permite que el NAD™ pueda
aceptar electrones y continle la sintesis de ATP (Hill et al., 2004) (Reaccion 2).

glucosa + 2ADP3~ + 2HPOZ™ - 2 lactato* +HATP (2)

Para sintetizar ATP a partir tanto de la movilizacion de fosfdgeno como a través de la
glucolisis no se requiere Oz y, por ende, por ambas vias se puede aportar energia en
condiciones de hipoxia (disminucion en la concentracion de O;). Sin embargo, la oxidacion
completa del piruvato y la generacion del ATP necesario requieren condiciones aerobias. El
ciclo del &cido citrico es una ruta aerobia en la que convergen todas las moléculas incluyendo
aminoacidos, acidos grasos y carbohidratos, para ser oxidadas liberando ATP (Mathews et
al., 2013). En el caso del catabolismo de los carbohidratos, el primer paso para la oxidacion
completa es la glucdlisis; el piruvato generado a partir de este proceso es convertido a
acetylCoA, en lugar de lactato, el cual entra al ciclo del &cido citrico que se lleva a cabo en
la matriz mitocondrial (Hochachka et al., 2001; Mathews et al., 2013). Los dos carbonos del
acetylCoA son liberados como didxido de carbono (COz), con la formacion simultanea de
las coenzimas reducidas NADH> y FADH: (Hill et al., 2004). Posteriormente la NADH; y



el FADH: pueden ser oxidados a NAD" y FAD", respectivamente, a través de un sistema de
transporte de electrones o cadena respiratoria, que se lleva a cabo en la membrana
mitrocondrial. Este sistema consta de 4 complejos proteicos enzimaticos, los cuales captan
la energia de los electrones del NADH, o FADH> (reduciéndose) y la utilizan para lanzar a
los H* hacia fuera de la mitocondria, después transfieren los electrones de manera secuencial
hacia el siguiente complejo (oxidandose). EI componente final de la cadena respiratoria,
citocromo oxidasa, entrega los electrones al O2 produciendo agua (H20). EI Oz es esencial
en este proceso ya que es el aceptor final de los electrones y es el responsable de
transportarlos fuera de la célula en forma de H>O (Hill et al., 2004). A partir del gradiente de
concentracion de H* generado en la cadena respiratoria, el ATP se puede sintetizar partiendo
de ADP vy fosfato inorganico (Pi) en un proceso llamado fosforilacion oxidativa, del cual se
obtiene la mayor cantidad de energia, 34 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa
(Hill et al., 2004; Hochachka et al., 2001) (Reaccion 3).

glucosa + 36(ADP + Pi) + 60, — 36 ATP + 6C0,,42H,0 ©)

1.3 Fisiologia del buceo y del ejercicio

Durante el buceo en apnea, como el que realizan los mamiferos marinos, se
interrumpe el aporte de O2 desde el medio externo (Davis et al., 2004); los mamiferos y
posiblemente el resto de los vertebrados, han desarrollado un conjunto de adaptaciones
enfocadas al sistema cardiovascular, las cuales hacen mas eficiente la utilizacion de las
reservas de O durante el buceo (Berta et al., 2006; Panneton, 2013). Estas adaptaciones se
conocen en conjunto como la respuesta al buceo, y permiten mantener un control del medio
interno durante la asfixia progresiva, en la cual se exponen a una combinacion de hipoxia,
hipercapnia (aumento en la concentracion de CO) y acidosis (acumulacion de iones
hidrogeno) (Elsner et al., 1966; Elsner et al., 1995). La respuesta al buceo consiste en un
descenso del ritmo cardiaco (bradicardia) y una vasoconstriccion periférica, que genera una
disminucion del flujo sanguineo (isquemia) a los érganos viscerales, la piel y los masculos a
favor de los 6rganos mas sensibles a la hipoxia, como el sistema nervioso central; en este
proceso la presion arterial se mantiene constante (Blix et al., 1983; Irving et al., 1941b;

Kooyman et al., 1980; Panneton, 2013). La respuesta al buceo puede ser inducida por el



humedecimiento de las fosas nasales al momento de la inmersion, mediante la activacion de
las fibras nerviosas aferentes que inervan esta zona (Panneton, 2013). Debido a la apnea 'y a
la isquemia durante un buceo, el tejido muscular se vuelve hipdxico, y la presion parcial de
O2 disminuye lo suficiente para que el Oz unido a la mioglobina (Mb) se disocie y pueda
liberarse hacia los tejidos musculares. Si la apnea persiste y la velocidad del nado demanda
mayor energia, eventualmente disminuye la concentracion de O en los musculos (Davis et
al., 2004).

El ejercicio conlleva una serie de respuestas cardiovasculares, respiratorias y de
termorregulacion, que son originadas por la contraccion muscular (Nadel, 1977). El
incremento de la demanda energética durante el ejercicio, disminuye la concentracion de O2
en la sangre, y genera un aumento en la ventilacion, por lo que hay un mayor consumo de O
asi como liberacién de CO, (Nadel, 1977). Ademas, se genera un incremento del ritmo
cardiaco (taquicardia) y una vasodilatacion periférica, lo cual aumenta el flujo sanguineo
arterial favoreciendo el suministro de O2 al musculo esquelético (Castellini et al., 1985; Davis
y Williams, 2012; McArdle et al., 2006; Nadel, 1977). Sin embargo, durante una actividad
intensa el suministro de O hacia los tejidos, a través del sistema respiratorio y circulatorio,
no ocurre de manera instantanea, sino que incrementa su velocidad de manera gradual (Hill
etal., 2004). Lo anterior ocasiona que el aporte de O, desde el medio sea menor a la demanda
energética de las células, lo que puede ocasionar un estado de hipoxia en el masculo (Hill et
al., 2004; Muller et al., 2012). Durante esta fase, el ATP es producido a través del
metabolismo anaerobio, conocido como anaerobiosis funcional (Muller et al., 2012). Durante
la anaerobiosis funcional los organismos obtienen el ATP principalmente a través de la

glucdlisis anaerobia y la movilizacion de fosfagenos (Muller et al., 2012).

Tanto el buceo como el ejercicio en superficie, provocan condiciones de hipoxia en
los mamiferos marinos (Davis et al., 2004; Davis y Williams, 2012). Las condiciones de
hipoxia durante los buceos y el ejercicio en superficie potencialmente disminuyen la sintesis
de ATP a partir de las rutas aerobias (ciclo del &cido citrico, cadena respiratoria y
fosforilacion oxidativa), asi como la sintesis de novo de ATP. Una disminucién en la

concentracion de ATP intracelular promueve la degradacion de los nucleétidos de purina



(Fox, 1981); el incremento en la degradacion de las purinas provoca una acumulacién de HX
(Brooks, 1998; Elsner et al., 1998; Sutton et al., 1980; Vazquez-Medina et al., 2011). Bajo
estas condiciones, la enzima HGPRT es capaz de utilizar la HX y minimizar el incremento
de desechos purinicos (Elsner et al., 1998). Se ha sugerido que, como parte de las
adaptaciones al buceo, los mamiferos marinos presentan una mayor capacidad para reciclar
HX a partir de la ruta IMP-HGPRT vy sintetizar ATP (Elsner et al., 1998). Sin embargo, no
se conoce el nivel de eficiencia de la HGPRT ni las caracteristicas de la ruta del reciclaje de

purinas, bajo condiciones de hipoxia asociadas al buceo y al ejercicio.

1.4 Especie de estudio
1.4.1 Biologia

El tursion (Tursiops truncatus Montago, 1821), también conocido como delfin nariz
de botella o tonina, pertenece al orden Cetacea, suborden Odontoceti y familia Delphinidae
(Jefferson et al., 2008). Esta especie es el cetdceo mejor conocido y mas estudiado a nivel
mundial, debido a la accesibilidad que ofrece su distribucion y manejo en cautiverio
(Leatherwood y Reeves, 1990; Wells y Scott, 1999). El tursion se caracteriza por presentar
un cuerpo robusto de talla mediana, un rostro moderadamente corto pero definido, una aleta
dorsal falcada, y una coloracion oscura que varia desde negro hasta gris en la parte dorsal y
lateral, mientras que el vientre muestra un color mas claro (Wells y Scott, 1999). La talla
méaxima de un tursién adulto es de 3.9 m con una maxima masa corporal reportada es de 275
kg, siendo los machos mas grandes que las hembras; al nacer miden aproximadamente 1 m
(Leatherwood y Reeves, 1990).

La distribucion del tursion es cosmopolita, habita en la mayoria de los mares
templados a célidos del mundo, tanto en aguas costeras como pelégicas, incluyendo lagunas
costeras y esteros (Cawardine, 2002; Wells y Scott, 1999). En vida libre, T. truncatus esta
activo durante el dia y la noche, realizando actividades como alimentacion, reproduccion,
socializacion, descanso y evasion de depredadores (Hanson y Defran, 1993; Shane et al.,
1986; Wells y Scott, 1999). La duracion y frecuencia de dichas actividades depende de



factores ambientales, el habitat, la hora del dia, marea y factores fisiol6gicos relacionados
con la edad y el sexo de los individuos (Wells y Scott, 1999).

Los tursiones presentan una alta longevidad; las hembras pueden vivir mas de 50
afios, mientras que los machos solo viven de 40 a 45 afios (Wells y Scott, 1999). La madurez
sexual ocurre en las hembras a los 5-13 afios, mientras que en los machos se alcanza a los 9-
14 afios de edad (Wells y Scott, 1999). La gestacion en esta especie tiene una duracion de 12
meses (Leatherwood y Reeves, 1990). Su alimentacidn se basa en una gran variedad de peces
e invertebrados (crustaceos y moluscos) como los calamares (Leatherwood y Reeves, 1990;
Wells y Scott, 1999).

1.4.2 Adaptaciones al medio marino

Los tursiones, al igual que todos los mamiferos marinos, presentan distintas
adaptaciones morfoldgicas y fisioldgicas para poder vivir en ecosistemas marinos, ya sea
para moverse de forma eficiente, regular su temperatura corporal, aguantar la respiracion o
soportar altas presiones hidrostaticas durante los buceos (Elsner et al., 1998). El agua en el
ecosistema marino es tres veces mas densa y 60 veces mas viscosa que el aire en el ecosistema
terrestre, por lo que las caracteristicas morfoldgicas que confieren una minima resistencia al
movimiento en agua y un sistema de propulsion eficiente son esenciales para un
desplazamiento veloz (Fish y Rohr, 1999; Pabst et al., 1999).

Los cetaceos presentan un cuerpo hidrodindmico fusiforme, piel firme y libre de pelo,
asi como una modificacion de los apéndices en forma de aletas, las cuales proporcionan un
empuje hacia arriba permitiendo que el cuerpo se mantenga en la columna de agua y se
desplace oponiendo una minima resistencia al agua (Fish y Hui, 1991; Fish y Rohr, 1999).
En los cetaceos, los apéndices traseros se encuentran ausentes, en su lugar presentan una cola
que contribuye a la propulsiéon mediante movimientos verticales (Berta et al., 2006). Los
cetaceos, incluyendo a los delfines, presentan una modificacion en su craneo llamada
telescopizacion, la cual consiste en un alargamiento del rostro acompafiada de un
desplazamiento del orificio nasal hacia la parte superior de la cabeza, facilitando la

respiracion mientras se mantienen nadando (Reynolds Il et al., 2000).



Los mamiferos marinos, al igual que los terrestres, son endotermos y homeotermos,
es decir, generan su propio calor a través del metabolismo y mantienen una temperatura
constante. El calor especifico del agua es 25 veces mayor que el del aire en el medio terrestre,
ademas el medio marino presenta una conductividad térmica elevada en comparacion con el
medio terrestre. Estas caracteristicas promueven la transferencia del calor corporal hacia el
medio, acelerando la pérdida de calor. Los mamiferos marinos han adaptado una serie de
mecanismos para regular y mantener la temperatura corporal constante (Berta et al., 2006).
Estos mecanismos les permiten conservar o disipar calor corporal, dependiendo de sus
requerimientos especificos (Kanwisher y Sudnes, 1966). La principal barrera térmica de los
cetaceos y pinnipedos es una capa de grasa subcutéanea que los protege de las temperaturas
bajas del océano (Kanwisher y Sudnes, 1966; Scholander et al., 1950). EI tamafio
relativamente grande de los mamiferos marinos, les provee una menor relacion
superficie:volumen en comparacion con otros mamiferos terrestres, esto reduce el area del
cuerpo que pierde calor por estar expuesta al ambiente (Pabst et al., 1999). En las aguas
calidas o templadas, el grosor de la capa de grasa disminuye y aumenta la irrigacion del flujo
sanguineo hacia los tejidos periféricos, la piel y las extremidades (McGinnis et al., 1972).
Durante periodos prolongados de ejercicio, el calor corporal aumenta por la conversion
constante de energia y el trabajo mecanico; este calor es dirigido hacia los tejidos periféricos
a través del flujo sanguineo y es transmitido a la piel, donde el calor es liberado al ambiente
por conveccidn y evaporacion (Nadel, 1977; Noren et al., 1999). Las aletas son regiones
capaces de intercambiar calor eficientemente mediante conduccion y conveccion, ya que
carecen de grasa subcutanea y presentan un sistema contracorriente (Kanwisher y Sudnes,
1966). Este ultimo consiste en una estructura llamada rete mirabile formada por arterias y
venas distribuidas en las aletas, donde la sangre arterial fluye en paralelo pero con direccién
opuesta a la sangre venosa que se mueve desde la periferia hacia el interior del cuerpo; ello
resulta en un intercambio eficiente del calor de las arterias a las venas, conservando el calor

corporal (Scholander et al., 1950).

Al incrementar la presion hidrostatica con la profundidad en cada buceo, los

pulmones de los mamiferos marinos se comprimen reduciendo su volumen (colapso
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pulmonar), el aire almacenado en éstos es desplazado a los espacios muertos del sistema
respiratorio, como la trdquea y los bronquios, que debido a su rigidez no permiten el
intercambio gaseoso (Kooyman, 1973; Kooyman y Sinnett, 1982; Scholander, 1940) . Por
ende, durante un buceo, los pulmones no actian como almacén de aire y el intercambio de
gases entre los alvéolos y la sangre es minimo (Fahlman et al., 2009; Kooyman, 1973; Perrin
et al., 2002). En delfines, el colapso pulmonar y la disminucién del intercambio gaseoso
ocurren aproximadamente a los 70 m de profundidad (Ridgway y Howard, 1979; Ridgway
et al., 1969). Los pinnipedos y cetaceos exhalan antes de cada buceo, lo cual contribuye a
minimizar la flotabilidad, la toxicidad causada por el O. a grandes concentraciones, el efecto
de narcosis por el nitrogeno gaseoso y la enfermedad de descompresion que se ha reportado
en humanos (Falke et al., 1985; Kooyman et al., 1971; Kooyman et al., 1972).

La contribucién de diversos factores, como una mayor cantidad de tejido elastico en
los pulmones, mas cartilago en las costillas y un fluido surfactante con altas concentraciones
de fosfolipidos y fosfatidilcolina, contribuyen a que los pulmones de mamiferos marinos
puedan colapsarse e inflarse nuevamente por los cambios de presion hidrostatica sin
complicaciones (Kooyman, 1973; Moon et al., 1995; Perrin et al., 2002; Scholander, 1940;
Spragg et al., 2004). Particularmente, los odontocetos presentan modificaciones en los
pulmones incluyendo un reforzamiento en los conductos de aire, la ausencia de bronquiolos
respiratorios y la presencia de esfinteres en los bronquios (Belanger, 1940). Los senos nasales
y los oidos son otros espacios donde se almacena aire Yy, por tanto, se ven afectados con los
cambios en la presion hidrostatica durante un buceo. Los delfines presentan una vasculatura
especializada en los senos nasales la cual puede distenderse y minimizar el volumen de aire
en los senos durante la fase de descenso en un buceo, permitiendo el equilibrio de la presion
hidrostatica en los oidos y evitando la formacion de embolias (Costidis y Rommel, 2012;
Panneton, 2013) .

Los mamiferos marinos, al igual que los mamiferos terrestres, obtienen el Oz del aire
que respiran; sin embargo, la mayoria de las actividades esenciales, como la alimentacion y
el apareamiento, ocurren debajo de la superficie, mientras bucean (Fish y Hui, 1991; Perrin

et al., 2002). La capacidad de buceo se puede definir en términos del tiempo que pueden
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permanecer sumergidos y la profundidad que pueden alcanzar en un buceo. Esta capacidad
difiere entre especies; en el caso de Tursiops truncatus se ha registrado una méaxima duracion
de 12 min y una profundidad maxima de 535 m (Berta et al., 2006). Sin embargo, los buceos
rutinarios de estos delfines tienen una duracién de 2 a 10 min y la profundidad varia desde 4
hasta 500 m (Stewart, 2002).

Los mamiferos marinos bucean en apnea, es decir, suspenden la ventilacion. A pesar
de su capacidad para bucear, el volumen pulmonar de los mamiferos marinos en relacion a
su peso, no difiere del volumen pulmonar de los mamiferos terrestres (Andersen, 1966). No
obstante, el volumen del aire inspirado, conocido como volumen mareal, es mayor en los
mamiferos marinos en comparacion con los mamiferos terrestres; esto significa que la
proporcion del aire pulmonar que es renovado en cada exhalacion e inhalacion es mayor en
mamiferos marinos (Scholander e Irving, 1941). Durante los buceos en apnea, el Oz pulmonar
representa una pequefia fraccion de la reserva total de O, (aln menor en mamiferos que
bucean a grandes profundidades) debido al colapso pulmonar mencionado anteriormente,
mientras que alrededor del 90% del O> almacenado y disponible para el metabolismo se
encuentra en la sangre y en los musculos (Kooyman y Ponganis, 1998).

La cantidad de O> almacenado depende del volumen sanguineo y de la masa
muscular, asi como de la concentracion de hemoglobina (Hb) y mioglobina (Mb). Los
mamiferos marinos que bucean a grandes profundidades presentan un mayor volumen
sanguineo, mayor hematocrito (Hct, porcentaje de eritrocitos en sangre) y concentraciones
elevadas de Hb y Mb, esta Gltima se ve reflejada en el color rojo oscuro del masculo (Berta
et al., 2006; Kooyman y Ponganis, 1998; Perrin et al., 2002). En T. truncatus se estima que
46% del O. almacenado se encuentra unido a Mb, 33% en Hb y solo el 21% en el sistema
respiratorio (Ponganis et al., 2011). La concentracion de Hb incrementa durante los buceos,
debido a la contraccion del bazo (donde se almacenan eritrocitos), quiza en respuesta al
aumento en la presion hidrostatica (Thornton et al., 2001). Adicionalmente a estas
adaptaciones bioquimicas, los mamiferos marinos llevan a cabo la respuesta al buceo (ver
1.3 Fisiologia del buceo y del ejercicio), lo que hace méas eficiente la utilizacion del O
almacenado durante el buceo (Panneton, 2013).
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Tanto en vida libre como en cautiverio, los tursiones realizan actividades durante el
buceo y en la superficie (Lusseau, 2006). Estas ultimas estan relacionadas principalmente
con la captura de presas y la comunicacion intra- e interespecifica, y pueden incluir brincos
y golpes de la aleta caudal contra el agua (Lusseau, 2006). Estas actividades se pueden
relacionar con el ejercicio que llevan a cabo los mamiferos terrestres. En este estudio se
evaluaron las posibles diferencias en la concentracion de los metabolitos y la actividad de las
enzimas asociadas a la sintesis de novo y reciclamiento de purinas después del buceo
(condicion de limitacion del Oz y bajos requerimientos energéticos) y del ejercicio (aporte

continuo de O y alto requerimiento energético) en el tursién (T. truncatus).

2. ANTECEDENTES

El estudio de la respuesta al buceo y su relacion con la bioquimica, fue liderado
principalmente por Hochachka y colaboradores (Castellini y Castellini, 2004). El tema
central de la bioguimica del buceo trata de encontrar nuevas rutas metabdlicas que generen
la energia (ATP) necesaria, a expensas del limitado O y el requerimiento del ejercicio. En
sus primeros estudios, Hochachka et al. (2001) sugieren que los vertebrados tolerantes a la
hipoxia presentan una alta actividad de las enzimas glucoliticas, asi como una tolerancia a
altas concentraciones de lactato en el mdsculo. Castellini et al. (1985) sugieren que el
metabolismo de los mamiferos marinos disminuye cuando bucean. Posteriormente,
Hochachka et al. (1995) encontraron que algunas hormonas, como la epinefrina y
norepinefrina, incrementan durante el buceo y disminuyen rapidamente durante el periodo
de recuperacion. Sugieren que el incremento de estas hormonas influye en el control

metabdlico, incluyendo la contraccion del bazo y regulacion del Het (Hochachka et al., 1995).

En relacion con la tolerancia a las condiciones de hipoxia, Stockard et al. (2007)
determinaron la concentracion de Oz, CO2 y pH en sangre, ademas del Hct y la concentracion
de Hb durante periodos de apnea en elefante marino del norte (Mirounga angustirostris); con
el fin de determinar la reserva total de Oz en sangre y el grado de hipoxemia (Stockard et al.,
2007). Observaron una disminucion exponencial en la concentracion de O durante la apnea;

sin embargo, los cambios en el pH sanguineo fueron minimos sugiriendo la ausencia de
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lactato (Stockard et al., 2007). Los autores concluyen que esta especie tiene una alta
tolerancia a la hipoxia, ya que a pesar de presentar una baja presion parcial de O arterial
mantienen su metabolismo aerobio; esta tolerancia permite un uso eficiente de las reservas

de O2, ya que el Oz unido a la Hb puede disociarse (Stockard et al., 2007).

En otro estudio sobre el buceo y la tolerancia a la hipoxia, Meir et al. (2009) evaluaron
la concentracion de Oz en sangre durante buceos de elefante marino del norte, y
caracterizaron la curva de disociacién Hb-O, para obtener la saturacion de Hb. Los autores
sugieren que esta especie presenta adaptaciones que le permiten tolerar la hipoxia durante los
buceos, utilizando al méximo los reservorios de oxigeno y maximizando asi el ADL (Meir et
al., 2009). A pesar de la escasez de estudios sobre el tema, es posible que estas adaptaciones
incluyan una mayor capilarizacion en el cerebro, alto contenido de glucdgeno en corazon y
cerebro, regulacion en la produccion de especies reactivas de Oz, y una alta capacidad

amortiguadora en los tejidos (Meir et al., 2009).

Uno de los primeros estudios sobre la fisiologia del buceo en Tursiops truncatus, lo
realizaron Irving et al. (1941a), quienes estudiaron algunos aspectos de la respiracion y de la
respuesta al buceo. Determinaron que los tursiones respiran una vez por minuto y su consumo
de O, de 1 L mint (Irving et al., 1941a). La duracion maxima de buceo registrada fue de 6
min; durante los buceos de esta duracion, los autores observaron un incremento en la
concentracion de lactato en los masculos (Irving et al., 1941a). Noren et al. (2002) midieron
los niveles de las reservas de O (eritrocitos, Hb, Hct) de acuerdo a la etapa de desarrollo de
los tursiones y concluyen que estas reservas aumentan conforme el individuo crece.
Posteriormente, Noren et al. (2004) registraron el ritmo cardiaco en tursiones inmaduros y
maduros durante reposo en la superficie y buceo voluntario; encontraron que la capacidad de
presentar bradicardia durante los buceos es mayor en tursiones adulto que en crias e
incrementa despues de 3.5 afios de edad (Noren et al., 2004). Williams et al. (1993)
estudiaron la respuesta fisioldgica del ejercicio en T. truncatus descansando en la superficie
del agua, durante ejercicio estatico por medio del empuje de un objeto, y durante nado en el
agua detras de un bote. Los resultados mostraron respuestas cardiovasculares y respiratorias

similares a las observadas en mamiferos terrestres en condiciones de ejercicio, incluyendo el
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incremento en el ritmo cardiaco, la tasa respiratoria, el consumo de oxigeno, y la
concentracion de &cido lactico (Williams et al., 1993). Estos resultados fueron comparados
en un estudio realizado por los mismos autores en 1999, donde se analizaron las respuestas
asociadas con la apnea sedentaria y con la apnea en condiciones de ejercicio en T. truncatus,
midiendo la concentracion de lactato en plasma, el ritmo cardiaco, la presién parcial de Oz y
CO2 en sangre con relacion al tipo de nado (Williams et al., 1999). Se sugiere que en tursiones
la respuesta al buceo se encuentra correlacionada con el tipo de locomocién, la duracién y la
profundidad del buceo, y que el costo de la propulsion durante el buceo es regulado por

modificaciones en el tipo de nado (Williams et al., 1999).

Algunos investigadores se empezaron a cuestionar sobre las respuestas
contradictorias del buceo y del ejercicio. Con la finalidad de entender cémo los mamiferos
marinos podian sostener la demanda de ejercicio durante la apnea, se realizaron distintos
estudios. Castellini et al. (1985) estimaron el metabolismo de la glucosa y de los acidos
grasos, en condiciones de descanso, ejercicio y buceo. Reportaron un incremento en la tasa
metabdlica y en el catabolismo de la glucosa en condiciones de ejercicio, mientras que
durante el buceo estos resultados fueron variables, debido a los efectos de la respuesta al
buceo y de la reperfusion (restablecimiento del flujo sanguineo en tejidos isquémicos)
(Castellini et al., 1985; Vazquez-Medina et al., 2006). Davis y Williams (2012) encontraron
en la foca de Weddell (Leptonychotes weddellii) y en el tursién, que el ritmo cardiaco
aumenta con la frecuencia del movimiento de las aletas; y concluyeron que los mamiferos
marinos combinan la respuesta al buceo y al ejercicio cuando estan sumergidos (Davis y
Williams, 2012). Con la finalidad de entender la relacion entre la respuesta al buceo y la
actividad fisica durante el buceo, Noren et al. (2012) registraron el cambio del ritmo cardiaco
en T. truncatus durante el descanso en superficie, el buceo estacionario y el nado durante el
buceo, asi como los periodos de recuperacion del buceo; encontraron que el ritmo cardiaco
mas bajo se observa durante el buceo estacionario, mientras que el mas alto ocurre durante
el periodo de recuperacion. Confirmaron que la respuesta al buceo no es estatica, sino que se

encuentra modulada por el tipo de actividad realizada durante la apnea (Noren et al., 2012).
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Existen algunos estudios sobre los eritrocitos de los tursiones; Harkness y Grayson
(1969) realizaron una comparacion de los pardmetros hematoldgicos, enzimas glucoliticas y
contenido de nucledtidos en eritrocitos de humano y de tursiones y reportaron que la
concentracion de los nucleétidos de adenina (ATP, ADP y adenina) y la actividad de las
enzimas glucoliticas es similar en ambas especies. Craik et al. (1995) realizaron un estudio
isotopico para determinar la entrada de D-glucosa a los eritrocitos de tursiones y reportaron
una alta permeabilidad de los eritrocitos de tursiones a la D-glucosa. Dos afios después, los
mismos autores analizaron el transporte de nucleosidos entre los eritrocitos y el plasma de
tursiones; y determinaron que, tanto la adenosina como la timina entran facilmente a las
células (Craik et al., 1997). También encontraron que la actividad de PNP es relativamente
baja en los eritrocitos de tursiones, lo cual sugiere que la inosina no es la principal fuente de

energia en esa célula (Craik et al., 1997).

Aunque existen varios estudios sobre el metabolismo de purinas en mamiferos, la
mayoria son en humanos y tratan de explicar el efecto causado por la deficiencia de alguna
de las enzimas (Dudzinska et al., 2006; Fox, 1981; Nyhan, 2005). Son pocos los estudios que
se enfocan a la sangre y hacen referencia al metabolismo de purinas bajo condiciones de
hipoxia. Son mas escasos aun los estudios que utilizan a los mamiferos marinos como objeto

de estudio.

Uno de los primeros estudios fue el de Elsner et al. (1995) en el que se estimo el
contenido de HX en el corazén y rifion de la foca anillada (Phoca hispida) y foca de
Groenlandia (Pagophilus groenlandicus), cuyos 6rganos fueron aislados y expuestos a un
periodo de isquemia in vitro, que consistio en colocar los viales con las muestras dentro de
una botella de agua a 35°C durante 30 min; encontraron un incremento de HX como resultado
de la isquemia (Elsner et al., 1995). Tres afios después, Elsner et al. (1998) compararon la
respuesta a condiciones de isquemia en el corazén y rifidén de la foca anillada (Phoca hispida)
con los del cerdo doméstico (Sus scrofa); encontraron una menor concentracion de HX en
los tejidos de la foca anillada, por lo que sugieren una eficiente ruta de reciclaje de purinas
por medio de la enzima HGPRT, lo cual puede proteger a la célula de las especies reactivas
de oxigeno (ERO) generadas durante la reperfusion (Elsner et al., 1998). Vazquez-Medina et



16

al. (2011) midieron la actividad de XO y la concentracion de HX y X, en plasma de elefante
marino durante un periodo de apnea; y reportan un incremento tanto de la actividad
enzimatica, como de la concentracién de los metabolitos de purina (Vazquez-Medina et al.,
2011). Ello apoya la hipotesis del aumento en la degradacion de purinas durante este periodo.
Posteriormente, Sofianez-Organis et al. (2012) determinaron la actividad de HGPRT y XO
en plasma de crias de elefante marino del norte en diferentes etapas (de la primera a la séptima
semana) del ayuno post-destete; observaron un incremento en las concentraciones de HX y
X después de la quinta semana, mientras que la actividad de XO y HGPRT incrementaron
cada semana a lo largo del periodo de ayuno (Sofianez-Organis et al., 2012). Este estudio
confirma que el ayuno estimula la degradacién de ATP, y que el incremento en la actividad
de HGPRT apoya la sugerencia de una alta capacidad de reciclaje de purinas, lo que
contribuye a la regeneracion de ATP a lo largo del periodo de ayuno (Sofianez-Organis et al.,
2012).

En un estudio reciente sobre la degradacion de purinas se estimd la actividad de PNP
y XO en plasma y eritrocitos de cinco especies de mamiferos (tursion, elefante marino del
norte, nutria de rio (Lontra longicaudis annectens), humano (Homo sapiens) y puerco (Sus
scrofa)) (Lopez-Cruz et al., 2014); los autores concluyen que los requerimientos energéticos
de las especies estan relacionados con la actividad de dichas enzimas. En ese mismo estudio
se sugiere que la alta degradacion de ATP en nutrias puede deberse a un mayor costo
energético, mientras que una alta actividad de XO en plasma en elefante marino del norte
puede atribuirse a los periodos de ayuno y a las apneas durante el suefio o buceo (Lépez-Cruz
etal., 2014).

El metabolismo de purinas durante el ejercicio se ha estudiado principalmente en
humanos. Sutton et al. (1980) examinaron la respuesta al ejercicio en términos del
metabolismo de purinas en humanos y encontraron un aumento en la concentracion de acido
arico, asi como una disminucién de los niveles de ATP y un incremento en los niveles de
ADP y AMP en plasma después de un ejercicio vigoroso. Por lo tanto, los autores sugieren
que el ejercicio forzado conlleva un aumento en la degradacion de purinas (Sutton et al.,

1980). Schulte et al. (1992) midieron los cambios en la concentracion de nucledtidos
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purinicos (ATP, ADP, AMP, IMP), creatina, fosfocreatina, lactato, piruvato y glucdgeno en
el masculo de la trucha arcoiris después de un ejercicio intenso con el objetivo de explicar
los cambios en el metabolismo energético; encontraron un incremento en la conversion de
ATP a IMP mediante AMP deaminasa durante el ejercicio, mientras que en periodos de
recuperacion la concentracion de ATP se restauraba (Schulte et al., 1992). Los autores
atribuyeron la recuperacion en la concentracion de ATP principalmente al metabolismo de
los carbohidratos (piruvato cinasa), y sugirieron que el metabolismo de purinas tiene una
menor relacion con el metabolismo energético (Schulte et al., 1992). Dudzinska et al. (2010)
midieron la concentracion de los nucleotidos de adenina (ATP, ADP, AMP), de inosina
(IMP), de guanina (GTP, GDP, GMP), y de pirimidina (NAD*, NADP™) en eritrocitos, asi
como nucleosidos (inosina, adenosina, guanosina) e HX en plasma, después de un periodo
de ejercicio. Los autores encontraron un incremento de IMP en eritrocitos y de HX en plasma
después del ejercicio, asi como un incremento en la fosforilacion de AMP a ADP y de ADP
a ATP (Dudzinska et al., 2010).

3. JUSTIFICACION

Los tursiones, al igual que todos los mamiferos marinos, obtienen el O del aire que
respiran en superficie; sin embargo, pasan la mayor parte del tiempo sumergidos (Berta et
al., 2006). Particularmente los tursiones exhiben constantemente actividades en la superficie,
las cuales conllevan un alto costo energético (Lusseau, 2006; Williams et al., 1993). Es por
esto que resulta interesante estudiar el metabolismo energético de los tursiones. Dado que el
ATP es la moneda energética para el metabolismo celular y es un nucle6tido de purina, el
estudio de los componentes del metabolismo de purinas (actividad enzimatica y
concentracion de los metabolitos purinicos) puede proporcionar informacion relacionada al

estado metabolico de los tejidos y los requerimientos energéticos de la especie.

La mayoria de los estudios de T. truncatus que explican la respuesta al ejercicio y al
buceo, presentan los ajustes cardiovasculares y respiratorios (Davis y Williams, 2012; Noren
et al., 2012; Williams et al., 1993; Williams et al., 1999). Los resultados de este estudio

proporcionan conocimiento nuevo acerca de la fisiologia de los tursiones a nivel bioquimico;
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especificamente, sobre el metabolismo de purinas bajo diferentes condiciones que pueden
inducir hipoxia (ejercicio y buceo).

Periodos de isquemia e hipoxia similares a los que potencialmente enfrentan los
mamiferos marinos, incluido el tursion (Tursiops truncatus), durante el buceo y el ejercicio,
se relacionan con enfermedades cardiovasculares en humanos, un ejemplo es el dafio a tejidos
por isquemia-reperfusion (Collard y Gelman, 2001). Este padecimiento se debe a la
acumulacion de HX durante la isquemia y a su oxidacion a X (catalizada por XO) durante la
reperfusion, lo cual provoca un incremento en la formacion de ERO (Collard y Gelman,
2001). Sin embargo, en mamiferos marinos no se han detectado este tipo de efectos negativos.
Es posible que una mayor actividad en la ruta metabolica para reciclar purinas confiera a los
mamiferos marinos una mayor capacidad para conservar los niveles de ATP, a pesar de los
bajos niveles de oxigeno (Elsner et al., 1998). El estudio del metabolismo de purinas y su
ruta de reciclado en mamiferos marinos, puede proporcionar informacion comparable con
estudios en otras especies, como el humano; ofreciendo asi posibles alternativas para
desarrollar tecnologias que ayuden en el tratamiento o prevencion de algunas enfermedades
cardiovasculares asociadas a eventos de hipoxia.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar y comparar los componentes del metabolismo de las purinas (enzimas y metabolitos)
después del buceo y el ejercicio en muestras de sangre de tursiones (Tursiops truncatus) en

cautiverio.

4.2 Objetivos particulares

1. Cuantificar la actividad de las enzimas que intervienen en el metabolismo de las purinas
(HGPRT, IMPDH, XO, PNP) después del buceo y ejercicio en muestras de sangre de

tursiones (T. truncatus).
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2. Determinar la concentracion de los metabolitos de las purinas (HX, X, AU, IMP, inosina,
NAD™, adenosina, AMP, ADP, ATP, GDP y GTP) después del buceo y ejercicio en muestras

de sangre de tursiones (T. truncatus).

3. Comparar la actividad de las enzimas y la concentracion de los metabolitos involucrados
en el metabolismo de las purinas después del buceo con aquellos después de una rutina de

ejercicio en muestras de sangre de tursiones (Tursiops truncatus).

5. HIPOTESIS

Los tursiones (Tursiops truncatus) bucean en apnea, disminuyendo eventualmente la
concentracion de Oz en sangre y tejidos. Durante el ejercicio, aunque el aporte de Oz es
constante, la demanda energética es mayor, incrementando la demanda de O,. En ambos
casos (buceo y ejercicio) se genera una condicion de hipoxia y, por consiguiente, una
disminucion de ATP y acumulacién de HX y &cido Urico, que pueden ser recicladas mediante
la ruta de reciclamiento de purinas a través de la actividad de la enzima HGPRT. Por lo tanto,
se asume que no existen diferencias en los niveles de los componentes del metabolismo de

las purinas entre periodos de buceo y ejercicio.

6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Colecta de muestras

Las muestras de sangre (n=16) se obtuvieron de los tursiones en cautiverio de
CaboDolphins, Cabo San Lucas. Dicha empresa tiene los permisos necesarios para el
mantenimiento de los organismos en cautiverio y para la colecta de muestras. La colecta de
muestras estuvo a cargo del Dr. Jaime Bernal, MVZ. Las muestras de sangre de tursion se
obtuvieron de la vena primaria ramificante de la aleta caudal utilizando una aguja tipo
mariposa de 21 G (BD™) (Houser et al., 2010). Para analizar los componentes del
metabolismo de purinas después del ejercicio, las muestras se tomaron al finalizar una rutina
de nado y acrobacias de una duracion aproximada de 15 min (n=8). Para la evaluacion de los

componentes del metabolismo de purinas después del buceo, en colaboracion con el personal
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de CaboDolphins, se entreno a los tursiones para bucear a una profundidad aproximada de
1.5 m dentro del estanque y permanecer ahi con un minimo movimiento; los periodos de
buceo tuvieron una duracion de 2.06 = 0.21 min. Durante cada sesion el entrenador indico al
tursién que debia iniciar el buceo con una sefial manual, y con ayuda de una vara con
proteccion en los extremos, el entrenador toco al delfin mientras estaba buceando, para
procurar mantener una profundidad constante y un minimo movimiento; al pasar los 2 min
el sonido de un silbato y la liberacion de la presion de la vara, indicaba que el tursion debia
regresar a la superficie (Fig. 3). Al finalizar el buceo se tomé la muestra de sangre (n=8). La
duracién de los buceos para la toma de muestras fue tomada del protocolo de Houser et al.
(2010), disefiado para inducir hipoxia dentro de los limites tolerados de manera natural por

los tursiones.

A

Nivel del agua 1.5m

Figura 3. Método para analizar la respuesta al buceo.

6.2 Procesamiento de las muestras

Las muestras de sangre se colectaron en tubos Vacutainer© (7 mL) bajo condiciones
asépticas; de cada tursion se obtuvo una muestra sin anticoagulante para la recuperacion de
suero, y otro con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante para
recuperar plasma y eritrocitos. Inmediatamente después de su colecta, las muestras sin
anticoagulante se centrifugaron en una centrifuga de campo (Mobilespin, Grandview, MO,
E.U.A.) a 1500 x g durante 10 min; el suero recuperado se almacené en tubos Eppendorf©,
los cuales fueron colocados en hielo para su transporte al laboratorio. La lectura del Hct se
realizé a partir de las muestras con EDTA; para ello, inmediatamente posterior a la colecta
de muestras, se llenaron dos capilares por cada muestra, se sellaron con Critoseal® y se

centrifugaron en una centrifuga de campo (ZIPocrit, LWScientific, Inc.) a 1000 x g durante
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5 min. El Hct en cada muestra se leyé directamente de una tabla para microhematocrito. La
sangre restante en los tubos con EDTA se centrifugé (Mobilespin, Grandview, MO, E.U.A.)
a 3000 x g durante 10 min a 4°C; se colecto el plasma de cada muestra y se alicuoto en tubos
Eppendorf© previamente etiquetados; los tubos se colocaron en hielo para su transporte al
laboratorio. Para obtener el material intraeritrocitario, se utilizaron los eritrocitos recuperados
del tubo con EDTA, después de ser centrifugados y haber colectado el plasma. Se desechd la
capa leucocitaria y los eritrocitos fueron hemolizados mediante choque osmético y mecanico.
Se lavo posteriormente con dos volimenes de solucién salina fisioldgica a 4°C agitando
lentamente por inversion, y se centrifugdé (Mobilespin, Grandview, MO, E.U.A.) a 3000 x ¢
durante 10 min. La solucion salina se eliming, el lavado de eritrocitos se repitié dos veces y
el contenido intraeritrocitario recuperado se colocd en tubos Eppendorf©, que se
transportaron al laboratorio sobre una cama de hielo. Una vez en el laboratorio, todas las

muestras se mantuvieron en ultracongelacion a -80°C hasta su procesamiento.

Previo al analisis de muestras se aseguro la lisis celular. Para ello se tomaron 100 puL
de cada alicuota de eritrocitos, se colocaron en tubos Eppendorf® previamente etiquetados,
y se diluyeron en 600 uL. de agua destilada fria. Dichas soluciones se sometieron a dos ciclos
de congelamiento y descongelamiento; en seguida se centrifugaron a 5000 x g por 10 min a

4°C, y se coloco el sobrenadante en un tubo Eppendorf® etiquetado.

6.3 Actividad enziméatica

La actividad de la PNP en el contenido intraeritrocitario y en plasma, se cuantifico
mediante el método colorimétrico descrito por Chu et al. (1989). Se prepard una solucion
amortiguadora utilizando un buffer de fosfato de potasio (22 mM, pH 7.5), XO (25 U),
peroxidasa de rdbano (2000 U), 4-aminoantipirina (160 mM), y ferrocianuro de potasio (120
mM). A partir de la solucion amortiguadora se prepar6 una solucion de trabajo en un frasco
ambar para protegerla de la luz; se adicion6 una solucion de DHBS (8 mM) y una solucion
de inosina (12 mM). Las muestras fueron incubadas con la solucion de trabajo, y se siguio la
formacion del producto de la reaccion de la PNP (N-(4-antipiril)-3-cloro-5-sulfanato-p-
benzoquinonemonoimina) a 520 nm en un espectrofotometro (Beckman Coulter DU 800,

Fullerton, CA, E.U.A.); el cambio en la absorbancia se registr6 cada 5 s durante 180 s. La
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enzima PNP cataliza la conversion reversible de inosina a HX, la cual es oxidada a X y
peroxido de hidrégeno (H202) por la XO. El H20> participa en la oxidacion del acido 3,5-
dicloro-2-hidroxibencenosulfonico (DHBS) y 4-aminoantipirina, reaccion catalizada por la
enzima peroxidasa de rabano, dando como resultado la formacion de N-(4-antipiril)-3-cloro-
5-sulfanato-p-benzoquinonemonoimina (Chu et al., 1989). Los resultados se expresan como
unidades de actividad enzimatica por miligramo de proteina (U mg?). Una unidad de la
actividad de PNP se define como la cantidad de enzima que se requiere para transformar 1

KM de inosina por minuto a 25°C.

La XO cataliza la oxidacion de las purinas no reciclables, como la HX y la X, a
productos finales como el acido urico (AU) y el radical superdxido (O2™). La actividad de XO
se determindé mediante un kit comercial Amplex® Red (Molecular Probes, Eugene, OR,
E.U.A)); la medicion se realizo Gnicamente en las muestras de plasma, dado que no hay reportes de
su actividad en eritrocitos de tursiones (Lopez-Cruz et al., 2014). Las muestras se diluyeron con
la solucién de trabajo incluida en el kit (reactivo Amplex® Red, 10 uM; peroxidasa de
rabano, 20 U; HX, 20 mM; Tris-HCI 0.5 M, pH 7.5) a 37°C. En este analisis, el O,>" formado
en la reaccion se degrada a H>O3, el cual reacciona con el reactivo Amplex Red en presencia
de peroxidasa de rabano, generando resorufina; ésta presenta su pico maximo de absorcion a
560 nm. La absorbancia se registré con un lector de microplacas (Multiskan FC, Thermo
Sccientific, Finlandia), cada 5 min durante 30 min. Durante este analisis, las muestras deben
protegerse de la luz. Los resultados son expresados como mU mL. Una unidad de actividad
de XO se define como la cantidad necesaria de enzima para producir 1 UM de AU a partir de
HX por minuto a 25°C.

La enzima HGPRT cataliza la conversién reversible de bases HX y guanina, a los
nucleotidos IMP y GMP, respectivamente, en presencia de PRPP. La actividad de HGPRT
se cuantificO mediante espectrofotometria, utilizando el kit de ensayo PRECICE HPRT®
(NOVOCIB, Lyon, Francia) y un lector de microplaca (Multiskan FC, Thermo Scientific,
Finlandia). Las muestras se diluyeron en una solucion de trabajo incluida en el kit (solucion
amortiguadora con HX; solucion amortiguadora con IMPDH; dithiothreitol (DTT), 1 M;
NAD*, 500 mM; PRPP, 2 mM) y se utilizd una solucién de HGPRT (1.5 mU mL 1) como



23

control positivo. La actividad de esta enzima se mide calculando la tasa de produccion de la
IMP. La IMP es oxidada utilizando la enzima IMPDH, reaccion en la que simultdneamente
se reduce el NAD*a NADH; el cambio en la absorbancia de este Gltimo se registra a 340 nm
cada cinco minutos durante 120 min a 37°C. Los resultados son expresados como nmol mg
! de proteina hora™®. Una unidad de actividad de HGPRT se define como la cantidad necesaria
de enzima para producir 1 uM de IMP o GMP a partir de HX 6 guanina, por minuto. El limite

de deteccion de la actividad de HGPRT con este kit es 0.004 nmol mg™ de proteina h.

La enzima IMPDH cataliza la conversion de IMP a XMP, utilizando NAD" como
cofactor. Su actividad se determind mediante la concentracion de XMP, que es producto de
la reaccién catalizada por esta enzima. La actividad de IMPDH se cuantificd utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion por intercambio iénico (HPLC, high performance
liquid cromatography) (Glander et al., 2001). El procedimiento consistio en la incubacion de
la muestra con IMP y NAD*, seguido de la determinacién de la concentracién de XMP. Para
cuantificar la concentracion de XMP, se realizd una curva estdndar a diferentes
concentraciones (50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 y 1.56 uM). Este método es una modificacion de
los procedimientos para eritrocitos reportados por Montero et al. (1995) y por Glander et al.
(2001) para células mononucleares periféricas. Se lisaron los eritrocitos diluyendo la muestra
en una solucion fria de agua destilada y ditiotreitol (DTT 4 mM). Se mezcl6 el hemolizado
con IMP (0.5 mM), NAD* (0.25 mM), solucion amortiguadora de fosfato de sodio (40 mM,
pH 7.4) y cloruro de potasio (100 mM), y se incub6 durante 3 horas a 37°C; la reaccion se
detuvo con acido perclérico frio (4 M) y se neutralizo con carbonato de potasio (KCO3z 5 M)
ajustando el pH entre 6 y 8, se incub6 a -80°C durante 30 min. El sobrenadante se recupero
centrifugando a 15800 x g durante 5 min. Una vez que se obtuvo el extracto de interés, se
filtr6 a través de una membrana Millex GV de 0.22 pm (Millipore Int., Bedford, MA, USA),
se coloco en un vial para HPLC y se analiz6 por duplicado. Las condiciones de cromatografia
consistieron en una columna Hypersil 125 x 4.6 mm con un tamafio de particula de 3 um
para la fase estacionaria, y dos fases moviles, compuestas por fosfato de potasio monobésico
(KH2PO4) vy tetrabutilamonio hidrogeno sulfato (TBA, 7 mM), y la otra con metanol (30%

v/v), pH 6.0 a temperatura ambiente. La deteccion de XMP en las muestras se realiz6 con
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base en la longitud de onda y tiempo de retencion del pico de interés. La concentracion se
calculd a partir de la ecuacién de la recta ajustada a la curva estandar y el &rea del pico
correspondiente en el cromatograma. Los resultados se expresan como nmol mg* de proteina
hora®. Una unidad de IMPDH se define como la cantidad de enzima que se necesita para
producir 1 uM de XMP. El limite de deteccion de la actividad de IMPDH con esta técnica es
4.28 U mg* de proteina h™.

6.4 Concentracion de metabolitos de purina

La concentracion de los nucletsidos (adenosina, inosina), nucleétidos (AMP, ADP,
ATP, IMP, NAD", GDP, GTP) y de los productos de degradacion (HX, X, y AU), se
determinaron por medio de la técnica de HPLC, con base en los procedimientos reportados
por Ally y Park (1992) y Giannattasio et al. (2003) para muestras de eritrocitos, y por Stocchi
et al. (1987) para muestras de plasma. Para cuantificar la concentracion de cada metabolito,
se analizo una curva con la mezcla de estandares a concentraciones conocidas (100, 50, 25,
12.5, 6.25, 3.12, y 1.5 uM). Se adicion6 HCIO4 (0.5 M) frio a las muestras para extraer los
metabolitos de interés, se neutralizaron con KOH (0.5 M) y KH2PO4 (1 M, pH 7.5). Una vez
que se obtuvo el extracto de interés, se filtr6 a través de una membrana Millex GV de 0.22
um (Millipore Int., Bedford, MA, USA), se coloco en un vial para HPLC y se analiz6 por
duplicado. Las condiciones de cromatografia consistieron en una columna Supelcosil™ LC-
18 (Supelco), una fase movil de solucion amortiguadora fosfato de potasio monobéasico
(KH2PO4, 100 mM, pH 6; tetrabutilamonio, 8 mM), y una segunda fase movil de solucion
amortiguadora KH2PO4 (1 M, pH 6.5; acetronilo, 30%; solucién de acido perclorico, HCIOg,
5 mM). Despueés de equilibrar la columna con la fase mdvil durante 30 min a temperatura
ambiente, se inyectaron las muestras (40 pL). La identificacion de los nucleétidos y
metabolitos en las muestras se realizd con base en la longitud de onda y tiempo de retencion
de cada uno. La concentracion se calculo a partir de la ecuacion de la recta ajustada a la curva
estandar y el area de los picos correspondientes a cada nucle6tido y metabolito en el
cromatograma. La concentracién de nucle6tidos y metabolitos de las purinas en eritrocitos y

plasma se reportan en nmol mg™ de proteina. El limite de deteccion de la concentracion de
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los nucledtidos y metabolitos de las purinas mediante esta técnica cromatografica es de
0.0025 pM mg* de proteina.

6.5 Estandarizacion de resultados

Para estandarizar los resultados, se cuantifico el contenido total de proteinas solubles.
Las proteinas solubles se cuantificaron con base en el método descrito por Bradford (1976);
el cual consiste en la tincion de las proteinas con el colorante Coomassie® (Bio-Rad
Laboratories, Inc. Hercules, CA, USA). El analisis se realizd en un lector de microplacas
(Multiskan FC, Thermo Scientific, Finlandia), utilizando como estandar albimina de suero
bovino. Se utilizaron concentraciones de 0.2 a 0.005 mg mL™ para construir la curva de
calibracion de albdmina bovina. A cada pozo de una microplaca, se le agreg6 colorante
Coomassie® y la curva estdndar o la muestra; en cada placa se incluyé un blanco que
consistio en agua destilada y colorante Coomassie®. Se incub6 durante 15 min y se leyé la
absorbancia a 620 nm. La cantidad de proteinas solubles se calcul6 a partir de la ecuacién de
la recta ajustada a la curva estandar. Los resultados se expresan en mg de proteina mL™ de

plasma o contenido intraeritrocitario.

6.6 Analisis estadisticos

Los datos se agruparon de acuerdo a las condiciones de buceo o de ejercicio y a la
naturaleza de la muestra (eritrocitos o plasma). Se realiz6 una prueba de Shapiro Wilk para
probar si la distribucion de las muestras se ajustan a la distribucion normal; la homogeneidad
de varianzas de los datos se probo usando la prueba de Levene (Daniel, 2008). En virtud de
que no se cumplieron los supuestos de normalidad, la diferencias entre buceo y ejercicio se
analizaron utilizando la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney (Daniel, 2008). Los
resultados se presentan como mediana y percentiles (25, 75%). Se realizaron matrices de
correlacion de Spearman para evaluar la correlacion entre la concentracion de cada
metabolito de purina con la actividad enzimatica, tanto en las muestras de eritrocitos como

en las de plasma después del ejercicio y después del buceo.

Se realizo un analisis de componentes principales, con la finalidad de explicar la

relacion que existe entre las variables utilizadas (actividad enzimatica y concentracion de
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metabolitos de purina) e identificar aquellas que expliquen el mayor porcentaje de
variabilidad en los datos, y que posiblemente permitan una clara separacion entre los datos
de buceo y ejercicio. Este analisis estadistico genera un nimero reducido de componentes o
factores a partir de las variables originales; el primer componente explica el mayor porcentaje
de variacion de los datos, los componentes consecutivos van explicando la variacion restante
de los datos en forma descendente (Tabachnick y Fidell, 2001). Los componentes
significativos para el analisis presentaron un eigenvalor mayor a 1. Las variables que
contribuyen significativamente a la separacion de los grupos, fueron seleccionadas de

acuerdo a sus cargas factoriales (“factor scores”) mayores a 0.70.

En cada una de las pruebas estadisticas los resultados con valor de a<0.05 fueron
considerados significativos. Los analisis estadisticos y la representacion de los resultados se
realizaron utilizando los paquetes STATISTICA© y SYSTAT®.

7. RESULTADOS
7.1 Caracteristicas de los individuos muestreados

Se obtuvieron ocho muestras bajo condiciones de buceo y ocho bajo condiciones de ejercicio.
Las muestras provinieron de ocho individuos, cinco hembras y tres machos, el peso promedio
(% desviacion estandar) fue de 218.31 + 12.35 kg, el rango de edad fue de 6 a 20 afios y dada
su edad promedio (9.46 = 3.11) se pueden considerar como individuos jovenes. La dieta
diaria de los individuos muestreados consiste en pescado, y son alimentados continuamente

durante las rutinas de entrenamiento.

7.2 Hematocrito (Hct)

El Hct en las muestras de sangre de los tursiones fue de 42 (40.5, 43.5) % después del buceo,
y de 40 (34.5, 44.5) % después del ejercicio. No se observaron diferencias en Hct entre buceo
y ejercicio (p=0.38; Fig. 4).
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Figura 4. Hematocrito (%) de los tursiones (Tursiops truncatus) después del buceo (n=8) y
ejercicio (n=8). Los datos se presentan como mediana, percentiles (25, 75%) y valores
maximos y minimos. Valor de significancia estadistica, p<0.05.

7.3 Actividad enzimatica
7.3.1 Purina nuledsido fosforilasa (PNP)

La actividad de PNP en contenido intraeritrocitario de tursiones después del buceo fue de
7.18 (3.53, 11.16) U mg™* proteina, y de 10.71 (8.99, 11.60) U mg* proteina después del
ejercicio; no se observaron diferencias significativas en la actividad de PNP entre buceo y
ejercicio (p=0.23; Fig. 5). En las muestras de plasma, la actividad de PNP después del buceo
fue de 0.06 (0.01, 0.11) U mg™* proteina y de 0.12 (0.03, 0.14) U mg™* proteina después del
ejercicio; no se observaron diferencias significativas entre buceo y ejercicio (p=0.18). La
actividad de PNP en contenido intraeritrocitario fue significativamente mayor que aquella en

plasma (p<0.001), tanto después del buceo como después del ejercicio (Fig. 5).
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Figura 5. Actividad de la enzima purina nucledsido fosforilasa (PNP, U mg™ proteina) en
contenido intraeritrocitario (blanco) y plasma (gris) de tursiones, Tursiops truncatus, después
del buceo (n=8) y ejercicio (n=8). Los datos se presentan como mediana, percentiles (25,

75%) y valores maximos y minimos. Valor de significancia estadistica, p<0.05.

7.3.2 Xantina oxidasa (XO)

La actividad de XO en plasma de tursiones después del buceo fue de 0.54 (0.05, 1.06) mU

mL?y 0.94 (0.05, 0.94) mU mL™ después del ejercicio. No se observaron diferencias en la

actividad de XO entre buceo y ejercicio (p=0.57) (Fig. 6).
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Figura 6. Actividad de la enzima xantina oxidasa (XO, mU mL™) en plasma de tursiones,
Tursiops truncatus, después del buceo (n=8) y ejercicio (n=8). Los datos se presentan como
mediana, percentiles (25, 75%) y valores maximos y minimos. Valor de significancia
estadistica, p<0.05.

7.3.3 Hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa (HGPRT)

La actividad de HGPRT en eritrocitos de tursiones después del buceo fue de 47.98 (30.36,
53.61) nmol mg? proteina ht, y 19.24 (15.90, 26.12) nmol mg*! proteina h™* después del
ejercicio, siendo mayor la actividad después del buceo (p=0.007; Fig. 7). La actividad de
HGPRT en plasma bajo condiciones de buceo fue de 1.52 (0.97, 2.31) nmol mg™* proteina h"
1y 153 (0.42, 1.89) nmol mg? proteina h™ después del ejercicio; no se observaron
diferencias significativas en la actividad de HGPRT en plasma entre el buceo y el ejercicio
(p=0.75; Fig. 7). La actividad de HGPRT en contenido intraeritrocitario fue
significativamente mayor que aquella en plasma (p<0.01), tanto después del buceo como

después del ejercicio (Fig. 7).
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Figura 7. Actividad de la enzima hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa (HGPRT, nmol
mg? proteina h) en contenido intraeritrocitario (blanco) y plasma (gris) de tursiones,
Tursiops truncatus, después del buceo (n=8) y ejercicio (n=8). Los datos se presentan como
mediana, percentiles (25, 75%) y valores maximos y minimos. ° denota valores anémalos; *
denota diferencias significativas entre el buceo y el ejercicio (p<0.05).

7.3.4 Inosina monofosfato deshidorgenasa (IMPDH)

La actividad de IMPDH en contenido intraeritrocitario de tursiones después del buceo fue de
0.13 (0.09, 0.18) nmol mg™ proteina h%, y en las muestras tomadas después del ejercicio fue
de 0.08 (0.07, 0.10) nmol mg™ proteina h* (p=0.06) (Fig. 8). La actividad de IMPDH en las

muestras de plasma estuvo por debajo del limite de deteccion de la técnica empleada.
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Figura 8. Actividad de inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH, nmol mg? proteina h-
1y en contenido intraeritrocitario de Tursiops truncatus después del buceo (n=8) y ejercicio
(n=8). Los datos se presentan como mediana, percentiles (25, 75%) y valores maximos y
minimos. Valor de significancia estadistica, p<0.05.

7.4 Concentracién de los metabolitos de purina

Los niveles de los metabolitos purinicos en las muestras de tursiones se encuentran
resumidos en la Tabla I. Se detectd un total de 12 metabolitos purinicos (HX, xantina, IMP,
acido Urico, inosina, NAD", adenosina, AMP, GDP, ADP, GTP, ATP) en el contenido
intraeritrocitario y plasma de tursiones. En el contenido intraeritrocitario, todos los
metabolitos de purinas estuvieron por arriba del limite de deteccion, con excepcion de la
xantina y el acido drico. En contraste, en las muestras de plasma estuvieron por arriba del
limite de deteccidon s6lo ocho metabolitos (HX, xantina, acido Urico, NAD", adenosina, AMP,
ADP y ATP). La concentracion de los nucledtidos de adenina (AMP, ADP, ATP), asi como
de la adenosina y del NAD?*, fue mayor en contenido intraeritrocitario que en plasma de

tursiones (p<0.001).

La concentracion de HX en las muestras de eritrocitos y plasma después del buceo,
no fue significativamente diferente a la detectada después del ejercicio (p=0.87 y p=0.44

respectivamente) (Fig. 9A; Tabla I). No se observaron diferencias significativas en la
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concentracion de xantina (p=0.79) y acido drico (p=0.50) en las muestras de plasma entre el
buceo y el ejercicio (Fig. 9B y 9C; Tabla I). La concentracién de IMP e inosina en las
muestras de eritrocitos no mostrd diferencias entre buceo y ejercicio (p=0.57 y p=0.95
respectivamente) (Fig. 10; Tabla I). La concentracion de NAD™ en las muestras de eritrocitos
y de plasma después del buceo, no fue significativamente diferente a la detectada en las
muestras después del ejercicio (p=0.10 y p=0.50 respectivamente) (Fig. 11; Tabla I). La
concentracion de adenosina en el contenido intraeritrocitario no mostrd diferencias
significativas entre buceo y ejercicio (p=0.87); su concentracién en plasma fue mayor
después del buceo (p=0.02) (Fig.12; Tabla I). La concentracion de los nucle6tidos de adenina
(AMP, ADP y ATP) en las muestras de eritrocitos y de plasma después del buceo, no fue
significativamente diferente a aquella en las muestras colectadas después del ejercicio
(p>0.10) (Fig.13; Tabla I). La concentracién de GDP y GTP en el contenido intraeritrocitario
de los tursiones no mostrd diferencias significativas en funcion del buceo y el ejercicio
(p=0.50 y p=0.72 respectivamente) (Fig. 14; Tabla I).

Tabla 1. Concentracion (uM mg™? proteina) de hipoxantina (HX), xantina, inosina 5°-
monofosfato (IMP), acido Urico (AU), inosina, nicotinamida adenina dinucleétido (NAD™),
adenosina, adenosina 5’-monofosfato (AMP), adenosina 5’-difosfato (ADP), adenosina 5°-
trifosfato (ATP), guanosina 5’-difosfato (GDP), y guanosina 5’-trifosfato (GTP), en
contenido intraeritrocitario y plasma de tursiones, Tursiops truncatus, después del buceo
(n=8) y ejercicio (n=8).

Buceo Ejercicio
Eritrocitos Plasma Eritrocitos Plasma

HX 0.344 (0.12,0.58) 0.368 (0.25,0.42) 0.277 (0.20,0.39) 0.319(0.17,0.39)
Xantina ND 0.045 (0.02,0.08) ND 0.053 (0.03,0.06)
AU ND 0.251 (0.08,0.38) ND 0.151 (0.10,0.23)
IMP 0.02 (0.01,0.07) ND 0.015(0.01,0.02) ND

Inosina 1.486 (0.76,2.13) ND 1.455 (0.89,2.51) ND

NAD* 1.323 (0.71,1.86) 0.119 (0.08,0.13) 0.686 (0.47,0.94) 0.129(0.11,0.14)
Adenosina 1.419 (0.75,2.38) 0.026 (0.003,0.05)* 1.565 (0.74,2.16) 0.003 (0.002,0.003)
AMP 0.191 (0.07,0.22) 0.003 (0.002,0.01)  0.126 (0.07,0.16) 0.003 (0.003,0.003)
ADP 0.859 (0.49,1.64) 0.02 (0.01,0.02) 0.954 (0.46,1.38) 0.023 (0.01,0.02)
ATP 0.416 (0.16,0.84) 0.017 (0.008,0.02)  0.534 (0.24,0.89) 0.016 (0.01,0.02)
GDP 0.07 (0.01,0.26) ND 0.157 (0.07,0.23) ND

GTP 0.073 (0.01,0.19) ND 0.085 (0.02,0.14) ND

(Continua)
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Tabla I. (Continua)

Los resultados se presentan como mediana y percentiles (25%, 75%). ND= por debajo del
limite de deteccion. El simbolo (*) denota diferencias significativas entre el buceo y el
ejercicio (p<0.05).
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Figura 9. Concentracion de (A) hipoxantina (HX, uM mg* proteina), (B) xantina (UM mg™
proteina), y (C) écido drico (UM mg™ proteina) en contenido intraeritrocitario (blanco) y
plasma (gris) de Tursiops truncatus, después del buceo (n=8) y del ejercicio (n=8). Los datos
se presentan como mediana, percentiles (25, 75%) y valores maximos y minimos. Valor de
significancia estadistica, p<0.05.
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Figura 10. Concentracion de (A) inosina 5’-monofosfato (IMP, pM mg™ proteina) y (B)
inosina (LM mg-1 proteina) en contenido intraeritrocitario de Tursiops truncatus después del
buceo (n=8) y ejercicio (n=8). Los datos se presentan como mediana, percentiles (25, 75%)
y valores maximos y minimos. Valor de significancia estadistica, p<0.05.
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Figura 11. Concentracion de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*, uM mg?* proteina)
en contenido intraeritrocitario (blanco) y plasma (gris) de Tursiops truncatus después del
buceo (n=8) y ejercicio (n=8). Los datos se presentan como mediana, percentiles (25, 75%)
y valores maximos y minimos. Valor de significancia estadistica, p<0.05.
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Figura 12. Concentracion de adenosina (UM mg?! proteina) en (A) contenido
intraeritrocitario y (B) plasma de tursiones, Tursiops truncatus después del buceo (n=8) y
ejercicio (n=8). Los datos se presentan como mediana, percentiles (25, 75%) y valores
maximos y minimos. * denota diferencias significativas entre el buceo y el ejercicio (p<0.05).
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Figura 13. Concentracion de nucleotidos de adenina (adenosina 5’-monofosfato (AMP),
adenosina 5’-difosfato (ADP), y adenosina 5’-trifosfato (ATP)) (uM mg* proteina) en (A)
contenido intraeritrocitario y (B) plasma de tursiones, Tursiops truncatus, después del buceo
(n=8) vy ejercicio (n=8). Los datos se presentan como mediana, percentiles (25, 75%) y
valores maximos y minimos. ° denota valores anémalos. Valor de significancia estadistica,
p<0.05.
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Figura 14. Concentracion de guanosina 5’-difosfato (GDP) y guanosina 5’-trifosfato (GTP)
(UM mg? proteina) en contenido intraeritrocitario de tursiones, Tursiops truncatus, después
del buceo (n=8) y ejercicio (n=8). Los datos se presentan como mediana, percentiles (25,
75%) y valores maximos y minimos. ° denota valores anémalos. Valor de significancia
estadistica, p<0.05.

7.5 Relacion entre la actividad enzimatica y la concentracion de los metabolitos de
purina

En las muestras de eritrocitos se encontraron dos correlaciones significativas de forma
negativa; una después del buceo, entre la actividad de PNP y la concentracion de AMP
(r=-0.76, p=0.02), y otra en las muestras de ejercicio, entre la actividad de HGPRT vy la
concentracion de GTP (r=-0.71, p=0.04). En plasma, se encontraron dos correlaciones
positivas en las muestras colectadas después del ejercicio; entre la actividad de XO vy la
concentracion de NAD™ (r=0.81, p=0.01), y entre la actividad de XO y la concentracién de
adenosina (r=0.73, p=0.03) Los resultados se presentan en la Tabla II.

Tabla I11. Coeficientes de correlacion de Spearman [r (p-valor)] entre la actividad de purina
nucledsido fosforilasa (PNP, U mg™* proteina), xantina oxidasa (XO, mU mL™) e hipoxantina
guanina fosforibosil transferasa (HGPRT, nmol mg™* proteina h) y la concentracion (uM
mg? proteina) de adenosina 5’-monofosfato (AMP), guanosina 5’-trifosfato (GTP),
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD™) y adenosina, en contenido intraeritrocitario y
plasma de Tursiops truncatus, despues del buceo (n=8) y ejercicio (n=8).

Eritrocitos Plasma
Parametro AMP GTP NAD* Adenosina
PNP -0.76 (0.02)
HGPRT -0.71 (0.04)
X0 0.81 (0.01) 0.73 (0.03)

Espacios en blanco indican variables sin correlacién significativa p<0.05.
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7.6 Analisis de componentes principales

El anélisis de componentes principales (CP) permitié caracterizar a los dos grupos de
datos (buceo y ejercicio) de acuerdo a la actividad enzimética y la concentracion de
metabolitos. Para las muestras de eritrocitos, este analisis generd tres CP, los cuales
representaron una varianza acumulada de 77.1%. Con base en el valor de las cargas
factoriales (mayor a 0.70), se eligieron siete variables que estan correlacionadas con los tres
CP y que contribuyen de manera significativa en la separacion de los grupos (buceo y
ejercicio) (Tabla Il). La grafica del CP1 y CP3 muestra una separacién mas clara de dos
grupos, representados por las muestras de tursiones tomadas después del buceo y después del
gjercicio (Fig. 15). La concentracion de inosina y adenosina muestran una correlacion
significativa con el CP1, la actividad de HGPRT y de PNP se correlacionan con el CP3. Las
muestras de buceo se agruparon dentro de los valores positivos del eje del CP3 (Fig. 15) y se
caracterizan por presentar un valor mas alto para HGPRT, adenosina e inosina, en contraste

con los datos de ejercicio.

Se obtuvieron cinco CP para las muestras de plasma, los cuales explicaron el 81.69%
de la varianza total de los datos. Las variables que presentaron una carga factorial
significativa para el andlisis fueron seis (Tabla I11). La distribucion de los datos en el plano
del CP1 y CP2, mostré una separacion de los grupos de buceo y ejercicio; sobre los valores
positivos del eje del CP1 se agruparon la mayoria de las muestras colectadas después del
buceo, sobre los valores negativos se ubican todas las muestras de ejercicio (Fig. 16). Las

muestras de buceo se caracterizaron por presentar valores mas altos de adenosina.

Tabla I11. Cargas factoriales del analisis de componentes principales (CP) para las variables
analizadas (actividad enzimatica y metabolitos de purina) medidas en contenido
intraeritrocitario de Tursiops truncatus, después del buceo (n=8) y ejercicio (n=8). Valores
obtenidos a partir de la rotacion ortogonal de los ejes por el método “varimax normalizada”.
Los valores >0.70 fueron considerados como significativos (en negritas).

Variables CP1 CP2 CP3 CP4
Hipoxantina 0.708834 -0.058998 0.344892  0.089526
IMP -0.149328 0.016321 -0.038148 -0.986505

(Continua)



Tabla I11. (Continua)

Variables  CP1 CP2 CP3 CP4

Inosina 0.915803  0.03899 0.077626 0.036407
NAD* 0.36706 0.377529 0.097352  0.029089
Adenosina 0.899885 0.233168 -0.066641 0.168327
AMP 0.554604 0.480137 0.135116 0.366967
GDP 0.246204 0.533577 0.459805 0.069635
ADP 0.241033 0.927802 -0.073841 0.090944
GTP -0.017117 0.923974 0.080039 -0.068376
ATP 0.04996 0.984183 -0.101214 -0.004954
HGPRT 0.070264 -0.185543 0.919167 -0.169724
IMPDH 0.234182 -0.314382 0.141772 0.006027
PNP -0.036949 -0.110772 -0.861462 -0.310335

38

Abreviaturas: IMP, inosina 5’-monofosfato; NAD™, nicotinamida adenina dinucleétido;
AMP, adenosina 5’-monofosfato; ADP, adenosina 5’-difosfato; ATP, adenosina 5°-
trifosfato; GDP, guanosina 5’-difosfato; GTP, guanosina 5’-trifosfato; HGPRT, hipoxantina
guanina fosforibosil transferasa; IMPDH, inosina monofosfato deshidrogenasa; PNP, purina
nucledsido fosforilasa.

| | | 1
2 -1 0 1 2 3
CP1 (38.79%)

-2

Figura 15. Distribucién de las muestras de contenido intraeritrocitario de Tursiops truncatus
después del buceo (n=8) y ejercicio (n=8), sobre el plano del componente principal (CP) 1
y 3 (38.79% y 13.9% de varianza respectivamente), en funcion de las variables de actividad
enzimatica y concentracion de metabolitos de purina. Las elipses sugieren la agrupacion y
separacion de los datos de buceo (o) y ejercicio ().
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Tabla IVV. Cargas factoriales del analisis de componentes principales (CP) para las
variables analizadas (actividad enzimética y metabolitos de purina) medidas en plasma de
Tursiops truncatus, después del buceo (n=8) y ejercicio (n=8). Valores obtenidos a partir de
la rotacion ortogonal de los ejes por el método “varimax normalizada”. Los valores >0.70
fueron considerados como significativos (en negritas).

Variables CP1 CP2 CP3 CP4 CP5

Hipoxantina 0.072872 -0.108321 -0.024792 -0.121238 -0.045417
Xantina 0.057555 0.011912 0.108795 -0.222346 0.937991
AU 0.385745 0.209592 -0.043518 0.283761 0.551526
NAD* 0.155495 -0.036505 0.117882 0.019074 0.238219
Adenosina 0.983137 -0.012204 -0.029014 0.02808 0.106909
AMP 0.774646 0.264883 0.058246 0.029338 -0.002989
ADP -0.015961 0.107632 0.923584 0.148455 0.094636
ATP 0.141752 0.012626 0.338124 -0.160943 0.09441
HGPRT -0.026245 -0.251594 -0.026986 0.072942 0.068445
PNP -0.100665 -0.940977 -0.102168 0.093647 -0.045007
X0 -0.046199 0.094064 -0.133108 -0.951094 0.160958

Abreviaturas: AU, acido Urico; NAD™, nicotinamida adenina dinucleétido; AMP, adenosina
5’-monofosfato; ADP, adenosina 5’-difosfato; ATP, adenosina 5’-trifosfato; HGPRT,
hipoxantina guanina fosforibosil transferasa; PNP, purina nucleésido fosforilasa; XO,
Xantina oxidasa.

CP1 (28.3%)

Figura 16. Distribucién de las muestras de plasma de Tursiops truncatus después del buceo
(n=8) y ejercicio (n=8), sobre el plano del componente principal (CP) 1y 2 (28.3% y 16.2%
de varianza respectivamente), en funcién de las variables actividad enzimatica y
concentracion de metabolitos de purina. Las elipses sugieren la agrupacion y separacion de
los datos de buceo (o) y ejercicio (x).
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8. DISCUSION

8.1 Hematocrito

Los valores de Hct obtenidos en tursiones, T. truncatus, en el presente estudio,
coinciden con reportes previos para la misma especie. El Hct reportado para los tursiones en
cautiverio es de 40.6 £ 2.6% (Medway y Geraci, 1964) con un rango de 38-46% (Venn-
Watson et al., 2011), incluyendo individuos juveniles y adultos de ambos sexos (Hall et al.,
2007). Con base en el Hct (>40%), y de acuerdo al sistema de puntaje para la evaluacion de
la salud de tursiones propuesto por Wells et al. (2004), 75% de los individuos analizados en
el presente estudio se encuentran en estado saludable, sin necesidad de atencion médica. Los
tursiones generalmente presentan un Hct inferior al de otras especies de mamiferos marinos;
por ejemplo, el elefante marino del norte (M. angustirostris) tiene un Hct de 65.3 = 2%
(Hedrick et al., 1986). La diferencia en Hct entre especies parece estar relacionada a la
capacidad de buceo de cada una. El elefante marino estd adaptado a realizar buceos mas
profundos y de mayor duracion (profundidad maxima 1530 m y duracién méxima 77 min)
que los tursiones (profundidad maxima 535 m y duracion méxima 12 min), la diferencia en
la concentracion de Hb favorece la capacidad de reserva de O en las especies con mayor
profundidad y/o duracion de buceo (Berta et al., 2006; Hedrick et al., 1986).

La edad de los tursiones, al igual que en los humanos, es un factor que influye en el
Hct. Conforme un individuo sano envejece, el volumen de eritrocitos y el porcentaje de Hct
disminuyen debido a cambios en la médula 6sea o deficiencia de hierro (Venn-Watson et al.,
2011). A pesar de que el rango de edad de los tursiones en el presente estudio fue amplio (6-
20 afnos), no se observd alguna relacion del Hct con la edad del individuo, tanto el valor

inferior (34%) como el superior (46.5%) correspondieron a individuos de ocho afios de edad.

De acuerdo con el estudio de Geraci y Medway (1973), no existen evidencias de que
la colecta de muestras afecte el Hct (38% en condiciones basales y 39% después de un
periodo de estrés inducido durante 72 horas). El entrenamiento que reciben los organismos

en cautiverio para la toma de muestras y rutinas de nado, como es el caso de este estudio,
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minimiza la probabilidad de un estrés asociado, en contraste con el que se pudiera generar
durante la colecta de muestras en poblaciones silvestres (St. Aubin et al., 2013).

El incremento del Hct y aumento en la concentracion de Hb durante los buceos, puede
estar relacionado a la contraccion del bazo y la liberacion de eritrocitos hacia el sistema
circulatorio (Espersen et al., 2002). La funcion del bazo como reservorio de eritrocitos y su
contraccion como parte de la respuesta al buceo se han reportado en distintas especies,
incluyendo a los humanos (Espersen et al., 2002) y mamiferos marinos, como el elefante
marino del norte y la foca de Weddell (Castellini et al., 1986; Thornton et al., 2001). Los
valores de Hct después del buceo (42 £ 2.44%, presente estudio) se asemejan a los valores
reportados por Medway y Geraci (1964) (40.6 £ 2.6%) en tursiones en condiciones basales;
es decir, sin haber sido sometidos a periodos previos de buceo o ejercicio. Es posible que la
duracién de los buceos no haya permitido un incremento del Hct. En los elefantes marinos
del norte, aunque la contraccién del bazo se lleva a cabo desde el primer minuto del buceo,
el incremento significativo del Hct ocurre después de los 5y 6 min (Burns y Castellini, 1996;
Thorton et al., 2001). Lo anterior se debe a que los eritrocitos liberados del bazo son
transferidos al seno hepatico después del primer minuto del buceo, el seno hepético controla
la liberacion de los eritrocitos mediante esfinteres, reservando el oxigeno para condiciones
de hipoxia y evitando un incremento en la viscosidad de la sangre debido al numero elevado
de eritrocitos (Thornton et al., 2001). En crias de elefante marino del norte, el incremento en
Hct no depende de una condicion de hipoxia ya que éste aumenta durante la apnea aunque la
concentracion de lactato (producto del metabolismo anaerobio) se mantenga constante
(Castellini et al., 1986). Posiblemente la liberacién paulatina de los eritrocitos a través del
seno hepético provee el oxigeno necesario para la continua sintesis de ATP mediante
metabolismo aerobio. Se sugiere en estudios futuros someter a los tursiones a buceos mas
prolongados y con distintas duraciones para analizar el efecto del buceo en la contraccion de

bazo y el posible cambio en el Hct.

Se ha reportado un incremento del Hct durante periodos de ejercicio intenso en
diversas especies incluyendo peces, perros y humanos; la contraccion del bazo ha sido una

explicacion a este incremento (Frances et al., 2008; Ken-Ichi et al., 1980; Laub et al., 1993;
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Longhurst et al., 1986). La contraccion del bazo se debe a la accion de las catecolaminas
secretadas en abundancia durante el ejercicio (Szygula, 1990). En humanos sin ningdn
entrenamiento previo, se ha encontrado un incremento en el Hct del 44.6% en condiciones
basales a 48% durante un ejercicio exhaustivo, unido a una disminucion en el contenido de
eritrocitos del bazo (Laub et al., 1993). Si el periodo de ejercicio en los humanos se extiende
mas de 4 horas, como en el caso de los maratones, el Hct disminuye (Kratz et al., 2002; Wu
etal., 2004). Los caballos son mamiferos terrestres acostumbrados a recorrer largas distancias
en periodos de tiempo cortos; McKeever et al. (1993) reportaron un aumento del Hct en los
caballos durante periodos intensos de ejercicio, el Hct incrementa de 35% en condiciones
basales hasta un 55% durante un ejercicio de 7 m s, y se sugiere que el incremento de Hct
se da durante los primeros minutos del ejercicio y se debe a la contraccion del bazo
(McKeever et al., 1993). No existen diferencias aparentes entre el Hct obtenido de los
delfines bajo condiciones de ejercicio (39.6 + 4.80%, presente estudio) y el Hct reportado
por Medway and Geraci (1964) (40.6 £ 2.6%) para tursiones en condiciones basales (es decir,
sin buceo ni ejercicio). Esto pudiera deberse a que el periodo de ejercicio al que fueron
sometidos los tursiones no fue lo suficientemente intenso para mostrar los efectos de la
contraccion del bazo; en condiciones silvestres, las actividades en la superficie incluyen
saltos a mayor altura y recorridos de mayor longitud, comparados con los que se realizaron
durante la colecta de las muestras (Lusseau, 2006; Williams et al., 1993).

8.2 Sintesis de novo: Concentracion de nucleétidos (AMP, ADP, ATP, GDP, GTP) y
actividad de IMPDH

Estudios previos en eritrocitos de humano indican que la respuesta inmediata ante una
actividad de alta demanda energética es un incremento en la concentracion de AMP,
acompafiado de una disminucién en la concentracion de ATP y de todo el contenido de
nucleotidos de adenina (Ataullakhanov y Vitvitsky, 2002). En relacion al buceo, aungue no
existen estudios que indiquen una disminucién en la concentracion de ATP durante la apnea,
se ha reportado una acumulacion de sus productos de degradacion, como la HX y la xantina
(Elsner et al., 1998; Sofianez-Organis et al., 2012; Vazquez-Medina et al., 2011). En el
presente estudio, tanto después del buceo como después del ejercicio, se observd que la
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concentracion de AMP fue menor que la de ATP. Lo anterior coincide con reportes de un
incremento en la concentracion de ATP en casos donde la demanda energética aumenta de
forma moderada (Ataullakhanov y Vitvitsky, 2002). Alternativamente, es posible que este
incremento en el contenido de nucledtidos de adenina sea resultado de un periodo de
recuperacion (al finalizar el ejercicio y el buceo) en el cual las reservas de oxigeno se
reestablecen a través de la reperfusion, que consiste en una taquicardia y aumento de la

ventilacion (Ataullakhanov y Vivitsky, 2002; Vazquez-Medina et al., 2011).

En los eritrocitos de humano, el contenido de nucleétidos de adenina y la
concentracion de ATP se encuentran determinados principalmente por la sintesis y
degradacion del AMP (Ataullakhanov y Vitvitsky, 2002). Existen dos vias de degradacion
del AMP, una catalizada por AMP deaminasa y la otra por 5 -nucleotidasa citosolica; la
primera genera IMP y la segunda adenosina (Ataullakhanov y Vitvitsky, 2002; Bretonnet et
al., 2005). Algunos estudios relacionan la degradacion del ATP después de un ejercicio
intenso con un incremento en la concentracion de IMP (Dudzinska et al., 2006; Schulte et
al., 1992; Yamamoto et al., 1997). La sintesis de IMP a través de la enzima AMP deaminasa,
se ha relacionado con una disminucion del pH y de la presion parcial de O2 (Berman et al.,
1988). Esto es caracteristico de un periodo de ejercicio intenso durante el cual la
disponibilidad de O disminuye e incrementa la produccion de lactato como producto del
metabolismo anaerobio, resultando en una disminucion del pH (Mathews et al., 2013). Sin
embargo, bajo las condiciones de buceo y ejercicio del presente estudio, la concentracion de
ATP en eritrocitos es mayor a la de IMP; es posible que esto se deba a la corta duracion del
ejercicio y del buceo. Ello coincide con lo reportado por Harkness et al. (1983), quienes
encontraron que la concentracion de IMP en eritrocitos de humano no cambia después de 2
min de ejercicio. Una alta capacidad de reciclaje de purinas en eritrocitos de tursiones,
pudiera ser otra explicacion para la mayor concentraciéon de ATP (Elsner et al., 1998;
Véazquez-Medina et al., 2011)

La Unica fuente de ATP en los eritrocitos de mamiferos es la glucolisis (Bonora et al.,
2012). Estudios previos reportan que la energia obtenida a través de este proceso (2 moléculas
de ATP y 2 de NADH) se utiliza principalmente para regular la morfologia de la célula, el
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equilibrio i6nico, la entrada de glucosa a la célula, asi como el metabolismo de purinas y
pirimidinas (Bonora et al., 2012; Lowy et al., 1964; Van-Wijk y Van-Solinge, 2005). Sin
embargo, se ha sugerido que los eritrocitos liberan ATP como resultado de un ejercicio
intenso y de una condicion de hipoxia, lo que resulta en un incremento de este nucledtido en
el plasma (Gonzalez-Alonso, 2012). EI ATP en el plasma contribuye a la vasodilatacion; una
vez liberado, el ATP actla sobre los receptores purinérgicos en el endotelio vascular
estimulando la produccién de oxido nitrico (NO), asi como metabolitos del &cido
araquiddnico y prostaglandinas, lo cual resulta en un aumento del flujo sanguineo (Gonzalez-
Alonso, 2012; Sprague et al., 2007). Lo anterior es contrastante con los resultados del
presente estudio (buceo y ejercicio) y los valores reportados para tursiones en reposo (Lopez-
Cruz et al., datos no publicados); la concentracion de ATP en plasma es mayor durante el
reposo (p<0.05), esto podria sugerir que durante la hipoxia en tursiones, el ATP se conserva

dentro del eritrocito y que la vasodilatacion es estimulada mediante otro metabolito.

La concentracion de los nucleotidos de adenina (AMP, ADP, ATP) y guanina (GDP,
GTP), asi como de los nucledsidos adenosina e inosina, fue mayor en eritrocitos que en
plasma de tursiones bajo las condiciones de buceo y ejercicio del presente estudio. Se ha
reportado que la acumulacion de nucledsidos y bases, como hipoxantina, inosina y guanina,
dentro de la célula puede indicar una entrada activa de estos metabolitos a la célula; ademas,
la baja concentracion de las bases en el plasma puede estar relacionada con su baja
solubilidad (Traut, 1994). Las bases purinicas, como la HX, y los nucleésidos, como la
adenosina e inosina, presentes en el plasma pueden ser producto del catabolismo de purinas
en eritrocitos y en otros tejidos; estos metabolitos pueden entrar a tejidos como el higado,
rifiones, masculo y los mismos eritrocitos para continuar el proceso de degradacién o de
reciclaje (Skotnicka et al., 2008). La concentracion de inosina en plasma de tursiones (buceo
y ejercicio) estuvo por debajo del limite de deteccion de la técnica empleada en este estudio;
esto coincide con los hallazgos de Dudzinska et al. (2010), quienes encontraron un
incremento de inosina en sangre de humano hasta 30 minutos después del ejercicio, a
diferencia de la HX cuyo incremento se observo justo al finalizar el ejercicio, atribuyendo

estas diferencias a la velocidad de entrada de cada uno de los metabolitos al plasma.
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El primer paso para la sintesis de nucleotidos de guanina es catalizado por la enzima
IMPDH, la cual produce XMP a partir de IMP (Sintchak y Nimmesgern, 2000). En humanos
saludables se reporta que la actividad de IMPDH en eritrocitos es minima (1.21+£0.47 pmoles
mg* proteina h™') (Pehlke et al., 1972; Weigel et al., 2001). Los linfocitos requieren de
niveles adecuados de GTP para responder ante antigenos, por lo que dependen de la sintesis
de nucledtidos de guanina (Sintchak et al., 1996). En eritrocitos de humano se sugiere que el
85% de los nucleotidos presentes son de adenina (Dudzinska et al., 2006; Schweinsberg y
Li-Loo, 1980). Todo lo anterior es consistente con la menor concentracion de nucle6tidos de
guanina (GDP y GTP), en contraste con el contenido de nucleétidos de adenina (AMP, ADP,
ATP), en el presente estudio, asi como con la minima actividad de IMPDH en las muestras
de eritrocitos y su semejanza entre las muestras de buceo y ejercicio. La concentracion similar
de NAD* después del buceo y del ejercicio coincide con la actividad de IMPDH; dado que
este metabolito es cofactor de la reaccion, reduciéndose a NADH (Sintchak y Nimmesgern,
2000), se esperaria que su concentracién disminuyera si la actividad de IMPDH

incrementara.

La concentracién de GDP y GTP en eritrocitos de tursiones, bajo las condiciones de
buceo y ejercicio en el presente estudio, fue similar a la concentracion reportada por Lépez-
Cruz et al. (datos no publicados) en reposo (p>0.05). Lo anterior coincide con la similitud en
las concentraciones de nucleétidos de guanina (GMP, GDP y GTP) en eritrocitos de humano
antes y después del ejercicio reportada por Dudzinska et al. (2010).

8.3 Degradacion de purinas: PNP y XO, concentracion de productos de degradacion
(HX, xantina y &cido urico)

Las enzimas PNP y XO participan en la degradaciéon de purinas (Bzowska et al.,
2000). Estudios previos sugieren la presencia de PNP en eritrocitos, la actividad de esta
enzima en plasma ha sido reportada con valores minimos (3.2 + 1.4 U L) y utilizando
técnicas de mayor sensibilidad, como la cromatografia de alta definicion (HPLC) (Lopez-
Cruz et al., 2014; Roberts et al., 2004; Yamamoto et al., 1997). Dado que en el presente
estudio se utilizé una técnica colorimétrica, la actividad enzimatica detectada en plasma de

tursiones, pudo deberse a una hemolisis en la muestra. La actividad de XO en muestras de
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sangre solo ha sido reportada en plasma y suero de algunos mamiferos, incluyendo el humano
(Al-Khalidi y Chaglassian, 1965; Lépez-Cruz et al., 2014; Vazquez-Medina et al., 2011;
Yamamoto et al., 1996). En los eritrocitos sin nicleo de los mamiferos, la actividad de XO
se ha reportado debajo del limite de deteccion de las técnicas empleadas (Al-Khalidi y
Chaglassian, 1965). En eritrocitos de humano la HX (producto de PNP) es el producto final
de la degradacion de las purinas (Dudzinska et al., 2006). Lo anterior coincide con la
actividad de XO vy la concentracion de xantina y acido drico (producto de XO) que se
encontraron sobre el limite de deteccion so6lo en las muestras de plasma de tursion (presente

estudio).

Se ha reportado que la actividad de PNP en eritrocitos de humano es cuatro veces
mayor a la actividad de adenosina deaminasa (ADA), enzima encargada de convertir la
adenosina a inosina, por consiguiente la concentracion de HX es mayor a la de inosina
(Dudzinska et al., 2006). En el presente estudio la concentracion de inosina en eritrocitos de
tursiones, después del buceo y del ejercicio (1.486 (0.76, 2.13) y 1.455 (0.89,2.51) uM mg*
proteina, respectivamente) es superior a la de HX (0.344 (0.12,0.58) y 0.277 (0.20,0.39) uM
mg* proteina, respectivamente); lo cual coincide con Craik et al. (1997), quienes reportan
que la actividad de PNP en eritrocitos de tursiones representa el 7.4% de su actividad en

eritrocitos de humano.

Tanto en el buceo como en el ejercicio, la tasa catabolica del ATP puede superar su
tasa de sintesis, generando un aumento en la degradacion de purinas (Dudzinska et al., 2010;
Elsner et al., 1995; Sutton et al., 1980). Durante estas actividades, la produccién de energia
a través del ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa (principal fuente de ATP) puede verse
limitada por la carencia de Oz (Mathews et al., 2013). El incremento en la concentracion de
inosina, HX, IMP y &cido urico en sangre de humano después del ejercicio ha sido reportado
en distintos estudios (Dudzinska et al., 2010; Harkness et al., 1983; Sutton et al., 1980;
Yamamoto et al., 1997). La concentracion de HX y X incrementa como resultado de la apnea
asociada al buceo en elefante marino del norte (Vazquez-Medina et al., 2011). La HX,
xantina y acido urico son productos de la degradacion del ATP, lo cual indica que tanto en

buceo como en ejercicio podria haber un aumento de la ruta del catabolismo de las purinas
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en mamiferos marinos (Elsner et al., 1995). En el presente estudio no se observaron
diferencias en la actividad de las enzimas catabolicas (PNP y XO) ni en la concentracién de
los metabolitos de purina, inosina (sustrato de PNP), HX (producto de PNP), xantina
(producto de PNP y de XO) y acido urico (producto de XO) entre el buceo y el ejercicio. Lo
anterior sugiere que, bajo las condiciones de este estudio, la tasa de degradacion del ATP y,
por ende la concentracion de los metabolitos de purinas, en tursiones es similar durante el

buceo y el ejercicio.

Esto puede estar relacionado con la elevada proporcién de O, almacenado en los
musculos de los tursiones (Ponganis et al., 2011), asi como con los ajustes cardiovasculares
durante el buceo (bradicardia y vasoconstriccion periférica) y el ejercicio (taquicardia y
vasodilatacion periférica), que han sido reportados en vertebrados, incluyendo los tursiones
(Irving et al., 1941a; Noren et al., 2004; Panneton, 2013; Williams et al., 1993). La actividad
de PNP y XO en sangre de tursiones después del buceo y ejercicio (presente estudio) no es
significativamente diferente a la actividad reportada para tursiones en reposo (sin ejercicio,
sin buceo) (Lépez-Cruz et al., 2014). Es posible que las adaptaciones durante el buceo y el
ejercicio permitan un continuo aporte de O2 a las células y eviten un aumento en la tasa de

degradacion de purinas.

El mantenimiento del balance que se sugiere en el presente estudio entre la sintesis y
degradacion de purinas durante el buceo y ejercicio puede compararse con reportes previos
sobre la fisiologia de los tursiones. Durante un buceo estacionario el incremento en la
concentracion de lactato en tursiones ocurre entre los 200 y 240 s, este punto indica que las
reservas de Oz han disminuido y al menos un porcentaje del ATP es sintetizado a través del
metabolismo anaerobio (Williams et al., 1999). En el presente estudio, el periodo de buceo
tuvo una duracion menor a 180 s; por lo tanto, se asume que las reservas de O fueron
suficientes para mantener un continuo aporte de ATP a través de la ruta aerobia. En relacion
al ejercicio, Williams et al. (1993) sugieren que durante un nado en superficie a velocidades
menores de 2 m s, el costo energético de los tursiones (representado por el ritmo cardiaco,
tasa respiratoria y concentracion de lactato) no muestra cambios significativos en relacion al

costo energético durante el reposo (Williams et al., 1993). Lo anterior coincide con las rutinas
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de ejercicio previas a la colecta de muestras del presente estudio; aunque no se tiene registro
de la velocidad alcanzada, se sabe que fue un ejercicio de corta duracion (15 min) y la
distancia recorrida fue minima, en contraste con el ejercicio que realizan los tursiones en el
medio silvestre, donde se ha reportado que alcanzan velocidades de 8.3 m s (Fish y Hui,
1991).

El balance entre el anabolismo y catabolismo de los nucleétidos durante el ejercicio
y buceo puede estar relacionado con la tasa metabdlica (Williams et al., 1993). En
comparacion con mamiferos terrestres atletas (caballo (Equus ferus caballus), perro (Canis
lupus familiaris)), en tursiones la tasa metabolica basal (cuantificada como la tasa metabolica
durante el reposo en superficie) es elevada (4.63 + 0.21 mL Oz kg min?) y el consumo
maximo de Oz (VO2zmax) €s bajo (19.79+1.35 mL O kg* min™ para hembras, y 29.41+2.09
mL Oz kg min' para machos) (Taylor et al., 1981; Williams et al., 1993). Ello resulta en un
metabolismo anaerobio predominante, lo cual les confiere un perfil energético similar a un
mamifero terrestre sedentario (Williams et al., 1993). Lo anterior podria explicar las
semejanzas entre la actividad de PNP y XO entre las condiciones del presente estudio (buceo
y ejercicio) y el reposo (Lopez-Cruz et al., 2014). A pesar de que aparentemente los tursiones
utilizan principalmente el metabolismo anaerobio, pueden mantener un ejercicio constante
después de haber alcanzado su VO2max; ademas, presentan una baja concentracion de lactato
postejercicio (2.1 + 0.3 mmol L), en contraste con mamiferos terrestres y semejante a lo
que ocurre en deportistas entrenados (Williams et al., 1993). Esto puede relacionarse con la
elevada capacidad amortiguadora reportada en el masculo de mamiferos marinos (Castellini
y Somero, 1981), con el menor porcentaje de masa muscular empleada durante el nado en
contraste con la utilizada durante el ejercicio en tierra en mamiferos terrestres (Williams et
al., 1993), asi como con el alto contenido de O, almacenado en musculos y sangre en
tursiones (46 y 33%, respectivamente) (Ponganis et al., 2011). El aprovechamiento de las
reservas de O2 puede asociarse con un incremento en la concentracion de 2,3-difosfoglicerato
en los eritrocitos, el cual puede disminuir la afinidad del O, hacia la Hb durante una condicion
de hipoxia, liberandolo hacia el flujo sanguineo y contribuyendo a la sintesis de ATP en otros

tejidos (Duhm y Gerlach, 1971). Adicionalmente, la hipoxia que pueda generarse en el
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musculo de los tursiones durante el buceo o el ejercicio facilitaria que el Oz se disocie de la
Mb y llegue a las mitocondrias (Davis, 2014).

El Gnico metabolito de purinas en el que se observaron diferencias entre el buceo y
ejercicio fue la adenosina, siendo mayor su concentracion en las muestras de plasma de
tursion después del buceo. Lo anterior se confirmé con el andlisis de componentes
principales, donde la participacion de este metabolito marcé una clara separacion entre los
datos de buceo y ejercicio (Fig. 23). La adenosina es un nucleésido de adenina, que resulta
de la desfosforilacion del ATP (Joulia et al., 2013). Se ha reportado un incremento de
adenosina en plasma de humano, como respuesta a las condiciones de isquemia y reperfusion,
asi como resultado de la hipoxemia generada durante el buceo (Grenz et al., 2011; Janier et
al., 1993; Joulia et al., 2013). Esto coincide con la mayor concentracion de adenosina después
del buceo en plasma de tursion (este estudio). La adenosina influye en el sistema
cardiovascular a través de la activacién de cuatro receptores ligados a proteinas G (A1, Aza,
Azg, Yy Az), los cuales regulan la actividad de la adenilato ciclasa (Joulia et al., 2013; Yasuda
et al., 2003). Durante la isquemia e hipoxia, se ha sugerido que la adenosina regula el
contenido de ATP en tejidos isquémicos mediante la estimulacion del receptor A,
promoviendo la glucolisis (Janier et al., 1993; Wyatt et al., 1989). En hepatocitos de rata, la
adenosina estimula la glucogenolisis y la gluconeogénesis a través del receptor Azg, lo cual
se relaciona con un incremento en los niveles de glucosa en sangre (Yasuda et al., 2003).
Después de la isquemia, durante la reperfusién, la adenosina cumple una funcién de
vasodilatacion, lo cual promueve el restablecimiento del flujo sanguineo (Babbitt et al.,
1989). Los efectos de la adenosina durante la isquemia (glucolisis) y la reperfusion
(vasodilatacion) pueden prevenir el dafio por isquemia en los tejidos (Janier et al., 1993). Es
posible que los mecanismos de proteccion, mediados por la liberacion de la adenosina
durante la isquemia en el buceo, mantengan niveles de ATP semejantes a los reportados en
las muestras de ejercicio. La adenosina también puede generar una disminucién del ritmo
cardiaco (bradicardia), a través de los receptores A1 R, por lo que se utiliza como tratamiento
contra la arritmia (Belloni et al., 1992; Grenz et al., 2011; Koeppen et al., 2009). Dado que

la bradicardia es una adaptacion al buceo, el efecto que tiene la adenosina en el ritmo
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cardiaco, coincide con la mayor concentracion de este metabolito en plasma de tursion

después del buceo (este estudio).

La concentracion de HX en eritrocitos de tursiones es mayor bajo las condiciones
(buceo vy ejercicio) del presente estudio, en contraste con la concentracion reportada para
tursiones en reposo (p<0.05) (Lopez-Cruz et al., datos no publicados). Esto podria sugerir un
aumento en la degradacion de purinas, lo cual puede ser resultado del trabajo muscular
(ejercicio) y de la disminucion de las reservas de O durante la apnea (buceo) (Dudzinska et
al., 2010; Stockard et al., 2007). Sin embargo, la concentracion de HX en plasma de tursiones,
tanto después del buceo como del ejercicio, no difiere significativamente con la
concentracion reportada en reposo (Lépez-Cruz et al., datos no publicados). Lo anterior
coincide con lo reportado por Yamanaka et al. (1992), quienes observaron que un incremento
en la degradacion de purinas durante el ejercicio, determinado con base en los niveles de HX
en plasma (producto de PNP), ocurre sélo cuando se alcanza el limite del metabolismo
aerobio, lo cual aparentemente no aplica en el presente estudio. Por debajo de este limite, las
reservas de O, en musculo (Ponganis et al., 2011), asi como las adaptaciones del sistema
respiratorio y circulatorio durante el ejercicio (Williams et al., 1993), pudieran ser suficientes
para mantener el balance entre el catabolismo y el anabolismo del ATP y, por ende, el aporte

de energia a las células en tursiones.

Vazquez-Medina et al. (2011) reportaron una disminucion en los valores de HX y X,
asi como en la actividad de XO en plasma de elefante marino del norte durante los primeros
tres minutos de apnea, seguido de su incremento a los cinco y siete minutos del buceo
voluntario. En el presente estudio también se observo una disminucién en la concentracién
de X respecto al valor reportado por Lopez-Cruz et al. (datos no publicados) para tursiones
en reposo (p=0.001). Segun Vazquez-Medina et al. (2011), esta disminucion puede estar
relacionada con la contraccion del bazo y el incremento del Hct justo en el momento de la
inmersion. Dudzinska et al. (2010) sugieren que la concentracion de algunos nucleétidos,
como IMP, inosina e HX, dependen de la duracion e intensidad del ejercicio. EI ayuno es
otra condicion donde la degradacion del ATP aumenta o disminuye su sintesis. Sofianez-

Organis et al. (2012) reportaron una disminucion de HX y X en plasma de elefante marino
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del norte durante las primeras tres semanas de ayuno, seguido de su incremento a partir de la
quinta semana. Es posible que, si se ampliara la duracion del buceo y el ejercicio en estudios
futuros, se observaran cambios en la actividad enzimatica y contenido de metabolitos de
purina en plasma, respecto a los valores reportados para tursiones en reposo, los cuales

podrian indicar un incremento en el catabolismo del ATP.

8.4 Reciclaje de purinas: HGPRT y concentracién de metabolitos de purina (HX,
IMP)

El reciclaje de purinas contribuye a mantener el pool de nucleétidos y ofrece una
ventaja energética en contraste con la sintesis de novo del ATP (Stout y Caskey, 1985). Se
ha reportado que, en humanos, el 90% de las bases libres (HX y guanina) son recicladas
(Stout y Caskey, 1985). La actividad de HGPRT en plasma de tursiones no mostro diferencias
significativas entre el buceo y el ejercicio; estos valores tampoco son distintos a la actividad
de HGPRT en plasma reportada para los mismos tursiones en reposo (p<0.05) (Lépez-Cruz
et al., datos no publicados). Sofianez-Organis et al. (2012) reportaron un incremento en la
actividad de HGPRT en plasma de elefante marino hasta la tercera semana de ayuno
(condicién que aumenta el catabolismo del ATP). Es posible que si se aumentara la duracion
del periodo de buceo y ejercicio, previo a la colecta de muestras, se observara un incremento
en la actividad de esta enzima en plasma de tursiones. Cabe destacar que la actividad de
HGPRT en plasma, a diferencia de la actividad en eritrocitos, puede indicar mediciones de

distintos tejidos (Sofianez-Organis et al., 2012).

La actividad de HGPRT en eritrocitos fue mayor después del buceo que después del
gjercicio, esto coincide con una concentracion de IMP (producto de la reaccion) mayor
(aunque no significativa) en las muestras colectadas después del buceo (Manfredi y Holmes,
1985; Moriwaki et al., 1999). EIl analisis de componentes principales (este estudio) sugiere
que la actividad de esta enzima contribuye significativamente a la separacion de los datos de
buceo y ejercicio (Fig. 22). Se ha reportado una baja actividad de AMP deaminasa en
eritrocitos de humano, enzima necesaria para convertir el AMP a IMP, por lo que es probable
que el incremento en la concentracion de IMP después del buceo (este estudio) sea producto

de la ruta de reciclaje catalizada por HGPRT (Skotnicka et al., 2008). Durante el buceo,
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algunos tejidos periféricos como el musculo presentan isquemia resultante de la
vasoconstriccion; esto implica que el flujo sanguineo y el aporte de Oz hacia estos tejidos
disminuyen considerablemente (Butler y Jones, 1997). Aungue uno de los objetivos de esta
adaptacion es utilizar de manera eficiente las reservas de O, incrementando el grado de
hipoxia en el musculo y permitiendo que el O2 se disocie de la Mb, este reservorio puede
llegar a agotarse limitando la sintesis de ATP mediante la ruta aerobia (Davis et al., 2004;
Davis y Williams, 2012). Durante el ejercicio, el aporte de O hacia los musculos incrementa
con la vasodilatacion (Davis y Williams, 2012). Es posible que durante la isquemia en el
buceo los eritrocitos de los tursiones presenten una mayor capacidad para reciclar el ATP a
través de la enzima HGPRT. Lo cual coincide con el reporte de una menor concentracion de
HX en muestras de rifidén y corazon de foca que en los mismos tejidos de puerco domeéstico,

después de haber sido expuestos a un periodo de isquemia in vitro (Elsner et al., 1998).

Los eritrocitos de humano tienen una alta permeabilidad a la HX, y la concentracién
de éste incrementa después de un periodo de ejercicio (Skotnicka et al., 2008). Los eritrocitos
de tursiones facilitan la entrada de la adenosina y timina (Craik et al., 1997), por lo que es
posible que también sean permeables a la HX. La entrada de este metabolito a los eritrocitos
de los tursiones facilitaria su uso en la ruta de reciclaje mediante la enzima HGPRT. Los
eritrocitos de humano son incapaces de sintetizar ATP mediante la sintesis de novo de
purinas, debido a que carecen de adenilosuccinato sintetasa, enzima necesaria para convertir
IMP a AMP (Lowy y Dorfman, 1970; Schuster y Kenanov, 2005); por lo tanto, el
metabolismo de purinas se encuentra limitado al proceso catabolico y al de reciclaje
(Dudzinska et al., 2006). Suponiendo que los eritrocitos de los tursiones también carecen de
adenilosuccinato sintetasa y no pueden convertir el IMP a AMP, es posible que este
nucleétido (producto de HGPRT), sea liberado de los eritrocitos a través de la circulacion,
manteniendo un aporte continuo de purinas a otros tejidos que hayan presentado isquemia y
requieran sintetizar ATP, como el musculo. Lo anterior coincide con la sugerencia de Brosh
et al. (1982) de que en mamiferos, el muasculo es el principal sitio donde se lleva a cabo la

sintesis de novo de purinas.



53

Ademas de la ruta catalizada por HGPRT, estudios previos en eritrocitos de humano,
reportan la existencia de una ruta de reciclaje a partir de adenosina, la cual es dependiente de
la actividad de adenosina quinasa (AK), enzima necesaria para fosforilar la adenosina y
convertirla a AMP (Schuster y Kenanov, 2005). La adenosina también puede ser degradada
a HX a través de la adenosina deaminasa (ADA) y de PNP, durante este proceso también se
libera ribosa-1-fosfato; este dltimo puede ser transformado a ribosa-5-fosfato y participar en
la glucolisis o en la sintesis de PRPP (Schuster y Kenanov, 2005; Tozzi et al., 2006). Dada
la alta capacidad de transporte e intercambio de metabolitos de purina en los eritrocitos de
los tursiones, es posible que la entrada de la adenosina desde el higado a los eritrocitos
pudiera estar relacionada con la conservacion de nucleétidos de adenina y la sintesis de ATP
a través del reciclaje de la adenosina (Craik et al., 1997; Lerner y Lowy, 1974; Schuster y
Kenanov, 2005). Existe una tercera ruta de reciclaje alternativa que se basa en la conversion
de la adenina a AMP, proceso catalizado por la enzima adenina fosforibosil transferasa
(APRT) que requiere la presencia de PRPP (Schuster y Kenanov, 2005). La adenina es
producto de una reaccion catalizada por la enzima S-adenosilhomocisteina hidrolasa (SAHH)
(Schuster y Kenanov, 2005).

El metabolismo de purinas en eritrocitos y plasma de tursiones, puede estudiarse a
través de las tres rutas explicadas anteriormente (sintesis de novo, degradacion y reciclaje de
purinas). La minima actividad de IMPDH y su semejanza entre buceo y ejercicio, asi como
la concentracion similar de los nucleétidos de purina involucrados en la sintesis de novo de
purinas (GDP, GTP, AMP, ADP, ATP) entre ambas condiciones, indican que la produccion
de energia a través de la sintesis de novo no difiere entre buceo y ejercicio (Sintchak y
Nimmesgern, 2000). La falta de diferencias significativas en la actividad de las enzimas que
catalizan la degradacion de los nucle6sidos y bases purinicas (PNP y XO), asi como en la
concentracion de sus productos y sustratos (HX, X, AU, inosina) entre buceo y ejercicio,
puede indicar que la tasa de degradacion del ATP es la misma durante ambas condiciones
del estudio (Bzowska et al., 2000). Dado que el buceo y el ejercicio pueden generar
condiciones de hipoxia e incremento en la degradacion del ATP (Dudzinska et al., 2010;

Elsner et al., 1998), la falta de diferencias significativas en los niveles de los componentes
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de los metabolitos de purinas, era esperada. Sin embargo, es posible que la isquemia durante
el buceo marque una diferencia en el metabolismo de purinas de los tursiones entre buceo y
ejercicio (Butler y Jones, 1997); la mayor actividad de HGPRT en eritrocitos después del
buceo podria indicar una mayor capacidad de reciclaje de purinas. Es posible que durante la
isquemia y la reperfusion después del buceo exista una liberacion de adenosina que permita
regular los niveles de ATP (Babbitt et al., 1989; Janier et al., 1993).

En el medio silvestre, los buceos rutinarios de los tursiones tienen una duracion de 2
a 10 min (Stewart, 2002), y durante el ejercicio en superficie la velocidad alcanzada puede
ser de 8.3 m st (Fish y Hui, 1991); tanto los buceos como las actividades en superficie suelen
ser menos intensos (menor duracién, distancia y velocidad) en cautiverio. En la mayoria de
los estudios sobre fisiologia de tursiones se manejan niveles menores a los valores alcanzados
en el medio silvestre, velocidades por debajo de 3.8 m s, distancias recorridas menores a
3.7 km, periodos de 10-25 min de ejercicio y hasta 6 min para buceos (Williams et al., 1993,
Williams et al., 1999). Considerando los pardmetros utilizados para analizar la respuesta al
buceo vy al ejercicio, los resultados del presente estudio pueden ser comparables con los
valores reportados en previos estudios de fisiologia de tursiones.

Durante los periodos de isquemia en humanos, se ha registrado un decremento en la
concentracion de ATP en el miocardio; al reestablecerse el flujo sanguineo la recuperacion
del contenido de nucledtidos a través de la sintesis de novo es lenta (Namm, 1973; Pasque y
Wechsler, 1984). Una alternativa es el reciclaje de purinas ya que la sintesis de ATP a través
de esta ruta es 10 a 20 veces mas rapida que la sintesis de novo; se sugiere que la adenosina
y la inosina son los nucleésidos que contribuyen en mayor medida al reciclaje de purinas
(Namm, 1973). La mayor capacidad de reciclaje de purinas en mamiferos marinos, sugerida
por Elsner et al. (1998), Sofianez-Organis et al. (2012) y el presente estudio, indica que estos
organismos pueden regular los niveles de ATP después de un periodo de hipoxia o ayuno.
Durante la isquemia, la xantina deshidrogenasa (XDH) cambia su configuracion a XO, la
cual utiliza al O2 como cofactor. Por lo tanto, en ausencia de Oz la HX no puede ser oxidada
a X y su concentracion incrementa, durante la reperfusion la oxidacion de la HX acumulada

aumenta la produccion de ERO. El dafio a tejidos por periodos de isquemia-reperfusion es
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frecuente en humanos durante fallas cardiacas o enfermedades cardiovasculares (Collard y
Gelman, 2001). Sin embargo, este padecimiento no se ha reportado en mamiferos marinos,
es posible que una eficiente ruta de reciclaje de purinas, disminuya la acumulacion de HX
que ocurre durante la isquemia, reduciendo por consiguiente la produccion de ERO a traves

de la oxidacion de la HX.

9. CONCLUSIONES

No se observaron diferencias significativas en la actividad enzimatica ni en la
concentracién de los metabolitos de purina involucrados en la sintesis de purinas en plasma

ni en eritrocitos de tursiones entre buceo y ejercicio.

A excepcion de la adenosina, cuya concentracion fue mayor en el plasma después del
buceo, no se observaron diferencias significativas en la actividad enzimdtica ni en la
concentracidn de los metabolitos de purina involucrados en la degradacion de purinas en
plasma ni en eritrocitos de tursiones entre buceo y ejercicio. La mayor concentracién de
adenosina después del buceo puede estar relacionada a la isquemia que se presenta como
parte de la respuesta al buceo. Durante la isquemia, la adenosina contribuye a mantener los
niveles de ATP mediante el estimulo de la glucdlisis; posteriormente, durante la reperfusion,

la adenosina contribuye a la vasodilatacidn y permite el restablecimiento del flujo sanguineo.

Los resultados del presente estudio sugieren un mayor reciclaje de purinas en
eritrocitos de tursiones después del buceo. La mayor actividad de HGPRT después del buceo
que del ejercicio podria ser resultado de la isquemia. Dado que los eritrocitos de mamifero
son incapaces de sintetizar AMP a partir de IMP (Schuster y Kenanov, 2005), es posible que
el IMP producto de la actividad de HGPRT sea liberado de los eritrocitos de tursiones como

precursor de la sintesis de ATP en otros tejidos, como el musculo.

La mayor capacidad de reciclaje de purinas durante el buceo, aunada a las
adaptaciones cardiovasculares y respiratorias durante el buceo y el ejercicio, y las altas

reservas de oxigeno en el musculo de tursiones, pueden influir en la ausencia de diferencias
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significativas en la concentracién de ATP entre las condiciones del presente estudio (buceo y

ejercicio).

10. RECOMENDACIONES

La bradicardia y vasoconstriccion periférica (respuesta al buceo) incrementan durante
los buceos forzados (Butler, 1982; Williams et al., 1999). Con la finalidad de conseguir los
valores de un buceo voluntario y evitar la respuesta de buceo forzado, se recomienda entrenar

previamente a los tursiones para que realicen buceos de una duracion determinada.

Entrenar a los tursiones para que realicen una serie de tres 0 mas inmersiones, cada
una seguida de su ascenso. Tomar una muestra de sangre antes de la inmersion e
inmediatamente después de cada ascenso. Esto con el propdsito de contar con mas
informacion acerca del metabolismo de purinas en condiciones de reposo y buceo, asi como

evitar la respuesta de un buceo forzado.

Extender a una mayor duracion el periodo experimental de buceo y de ejercicio, con
la finalidad de poder observar las diferencias en el metabolismo de purinas entre buceo,

reposo y ejercicio.

Analizar, tanto en plasma como en contenido intraeritrocitario, la actividad
enzimatica de adenilosuccinato sintetasa y adenilosuccinato liasa, encargadas de convertir

IMP en AMP y que permiten la sintesis de novo de los nucle6tidos de adenina.

Analizar la ruta de reciclaje de purinas catalizada por AK, que utiliza la adenosina
para obtener AMP. Asi mismo, analizar la ruta de reciclaje a partir de adenina, donde la

enzima APRT permite la obtencién de AMP.

Incluir el anélisis de la enzima uricasa, encargada de oxidar el &cido Urico a alantoina

(producto final del catabolismo de purinas en tursiones).
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