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RESUMEN

Los mamiferos acudticos y semiacudticos tienen la capacidad para realizar buceos en apnea
(cese de la respiracion). El elefante marino del norte (Mirounga angustirostris) puede
realizar buceos profundos y de larga duracién; en un buceo rutinario puede permanecer en
apnea aproximadamente 25 min, y cuando duerme durante su estancia en tierra exhibe
apneas de 10 a 15 min. La nutria neotropical (Lontra longicaudis annectens) puede bucear
durante 30 seg aproximadamente. Eventualmente, estos periodos de apnea resultan en
isquemia (disminucién del flujo de sangre oxigenada en tejidos) e hipoxia (disminucion de
la concentracién de oxigeno). La produccion de adenosin trifosfato (ATP) requiere de
oxigeno, y la mayoria de las especies de mamiferos, como el cerdo doméstico (Sus scrofa)
no estdn adaptadas a tolerar condiciones de hipoxia e isquemia que resultan en degradacién
de ATP. El objetivo de este trabajo fue explorar si existen diferencias en la actividad de las
enzimas y en la concentracién de nucledtidos y otras moléculas que intervienen en el
metabolismo de purinas en eritrocitos, plasma y musculo de tres especies de mamiferos
adaptadas a diferentes ambientes: acudtico (elefante marino del norte) (n=11), semiacudtico
(nutria neotropical) (n=4) y terrestre (cerdo doméstico) (n=11). Se cuantificé, por
espectrofotometria y cromatografia, la actividad de las enzimas purina nucledsido
fosforilasa (PNP), xantina oxidasa (XO), hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa
(HGPRT) e inosina 5’-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), y la concentracién de
hipoxantina (HX), inosina 5’-monofosfato (IMP), adenosina 5’-monofosfato (AMP),
adenosina 5’-difosfato (ADP), adenosina 5’-trifosfato (ATP), guanosina 5’-difosfato
(GDP), guanosina 5’-trifosfato (GTP), inosina, adenosina, 4cido drico y nicotinamida
adenina dinucledtido (NAD"). Se detecté mayor actividad de las enzimas PNP, HGPRT e
IMPDH, asi como mayor concentraciéon de HX, IMP, AMP, ADP, ATP, GTP, inosina y
NAD? en eritrocitos y musculo de cerdo doméstico en comparacion con elefante marino del
norte y nutria neotropical. Estos resultados sugieren que, en condiciones basales (sin buceo,
sin apnea del suefo), hay mayor reciclado y sintesis de purinas en el cerdo doméstico, y
menor sintesis, degradacion, reciclado, y por ende movilizacién, de purinas en elefante

marino del norte y nutria neotropical.
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ABSTRACT

Aquatic and semiaquatic mammals have the capacity to perform dives under apneas (breath
holding). Northern elephant seals (Mirounga angustirostris) have the ability to perform
deep and long duration dives; during a routine dive, adults can hold their breath for 25 min,
and when they are sleeping on land they can hold their breaths from 10 to 15 min.
Neotropical river otters (Lontra longicaudis annectens) can hold their breath for about 30
sec. Eventually, these periods of apnea result in ischemia (reduced blood supply to tissues)
and hypoxia (reduced oxygen concentration). Production of adenosine 5’-triphosphate
(ATP) requires oxygen, and most mammalian species, like the domestic pig (Sus scrofa),
are not adapted to tolerate hypoxia and ischaemia, both of which result in ATP degradation.
The objective of the present study was to explore the differences in enzymatic activity and
nucleotide and other molecules concentrations that are involved in purine metabolism, in
erythrocytes, plasma and muscle of three mammalian species adapted to different
environments: aquatic (northern elephant seal) (n=11), semiaquatic (neotropical river otter)
(n=4) and terrestrial (domestic pig) (n=11). Using spectrophotometric and chromatographic
techniques, the enzymatic activity of purine nucleoside phosphorylase (PNP), xanthine
oxidase (XO), hipoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT) and inosine 5’-
monophosphate dehydrogenase (IMPDH) was determined. Concentration of hipoxanthine
(HX), inosine 5’-monophosphate (IMP), adenosine 5’-monophosphate (AMP), adenosine
5’-diphosphate (ADP), ATP, guanosine 5’-diphosphate (GDP), guanosine 5’-triphosphate
(GTP), inosine, adenosine, uric acid and nicotinamide adenine dinucleotide (NAD") were
determined by HPLC. Results showed higher activity of PNP, HGPRT and IMPDH
enzymes, and higher concentration of HX, IMP, AMP, ADP, ATP, GTP, inosine and
NAD?, in erythrocytes and muscle of domestic pig than tissues of northern elephant seal
and neotropical river otter. These results suggest that in basal conditions (without dive or
sleep apnea), domestic pig has higher purine synthesis and salvage, while northern elephant
seal and neotropical river otter have less purine synthesis, degradation, salvage and

therefore, less purine movilization.
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1. INTRODUCCION

1.1 Metabolismo de purinas

Los nucledtidos purinicos y sus productos metabdlicos participan en diferentes procesos
bioldgicos tanto en células procariotas como eucariotas (Carver, 1999; Pang et al., 2012).
Las purinas son componentes esenciales de los 4cidos nucleicos (ARN y ADN), son una
fuente de energia, y son precursores en la sintesis de cofactores nucleotidicos como la
nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD"), de mensajeros celulares como el adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), entre otros (Moffatt y Ashihara, 2002). Las purinas adenina,
guanina e hipoxantina (HX) se sintetizan y degradan a través de un conjunto de reacciones
bioquimicas conservadas entre los diferentes grupos de organismos, desde bacterias hasta
mamiferos (Carver, 1999; Keebaugh, 2009) (Fig. 1).

Las purinas pueden ser sintetizadas dentro de las células por dos vias, de novo y reciclado.
La sintesis de novo es similar en todos los organismos, y utiliza precursores simples como
el diéxido de carbono (CO,), cofactores como el N'-formil-tetrahidrofolato, y aminodcidos
como glicina, glutamina y aspartato, para ensamblar el anillo purinico. La via de sintesis de
novo se compone de 10 reacciones enzimdticas que catalizan la conversién de 5’-
fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP) a inosina 5’-monofosfato (IMP) (Buchanan, 1959;
Adam, 2005; Zhang et al., 2008). Posteriormente, se realiza la conversiéon de IMP a
nucleétidos de guanina y adenina por reacciones enzimdticas subsecuentes (Zhang et al.,
2008). En la sintesis de nucleétidos de guanina, el IMP es convertido a xantosina 5’-
monofosfato (XMP) (IMP + NAD" + H,O = XMP + NADH + H") por la accién de la
enzima inosina 5’-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH, E.C. 1.1.1.205) (Tabla I), la XMP
es convertida a guanosina 5’-monofosfato (GMP) por la enzima GMP sintetasa, y a partir
de GMP se sintetizan guanosina 5’-difosfato (GDP) y guanosina 5’-trifosfato (GTP)
(Sintchak y Nimmesgern, 2000). En la sintesis de los nucledtidos de adenina, la enzima
adenil-succinato sintetasa cataliza la conversion de IMP a adenil-succinato y éste se
convierte a adenosina 5’-monofosfato (AMP), a partir del cual se sintetizan adenosina 5’-

difosfato (ADP) y adenosina 5’-trifosfato (ATP) (Van Der Weyden y Kelly, 1974). La



sintesis de novo no sélo tiene un costo energético, sino que también requiere oxigeno (O,)
(Zhang et al., 2008).

En la sintesis de reciclado de purinas se utilizan bases preformadas procedentes de la
degradacion de dcidos nucleicos y nucleétidos en tejidos, o absorbidas de la dieta (Alexiou
y Leese, 1992; Carver, 1999; Moriwaki et al., 1999; Nyhan, 2005; Zhang et al., 2008). En
esta via se utiliza una molécula de ATP (Murray, 1971), y la regulacién depende de la
disponibilidad de bases libres. Los nucleétidos como IMP, GMP y AMP pueden ser
regenerados por la via de reciclado de purinas (Carver, 1999; Zhang et al., 2008). Esta via
permite que aquellos tejidos que tienen una capacidad limitada de llevar a cabo sintesis de
novo puedan mantener sus niveles de purinas reutilizando bases obtenidas a través de la
dieta (Cosgrove, 1998). Las enzimas que intervienen directamente en el reciclado de
purinas se denominan fosforribosiltransferasas. Para los nucleétidos de guanina, la enzima
hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT, E.C. 2.4.2.8) (Tabla I) utiliza las
bases HX y guanina, y PRPP para la formacién de IMP y GMP, respectivamente (HX +
PRPP = IMP + PPi) (Stout y Caskey, 1985; Craig y Eakin, 2000). Mientras que para los
nucledtidos de adenina la enzima adenina fosforribosiltransferasa (APRT, E.C. 2.4.2.7)
utiliza la base adenina y PRPP para la formacion de AMP (Stout y Caskey, 1985; Engle et
al.,1996).

Todos los organismos poseen la capacidad de sintetizar y degradar purinas; por una parte,
los seres vivos dependen de los procesos catabdlicos de compuestos orgdnicos para la
produccion de energia a través de la oxidacidn de sus carbonos, y por otra parte, las purinas
deben ser convertidas a productos finales que puedan ser fiacilmente desechados (Balinsky,
1972; Werner y Witte, 2011).

La principal via de degradacién de purinas inicia con la conversiéon de IMP a inosina (IMP
+ H,0O = inosina + Pi) por la accién de la enzima 5’-nucleotidasa (5’-ND, E.C. 3.1.3.5).
Esta enzima también cataliza la conversion de AMP a adenosina y GMP a guanosina
(Moriwaki et al., 1999). El segundo paso en el catabolismo de las purinas es la conversion
de inosina a HX (inosina + Pi = HX + a-D-ribosa 1-fosfato), reaccion que es catalizada por
la enzima purina nucledsido fosforilasa (PNP, E.C. 2.4.2.1) (Tabla I). Esta enzima también

cataliza la conversidon de adenosina a adenina, y de guanosina a guanina (Bzowska et al.,



2000; Keebaugh, 2009). Posteriormente, la HX es degradada a xantina (X) y ésta a 4cido
drico por accién de la enzima xantina oxidoreductasa (XOR) (Tabla I). Casi todos los
organismos presentan una forma nativa de esta enzima en forma de xantina deshidrogenasa
(XDH, E.C. 1.17.1.4) que es dependiente de NAD" (HX 6 X + NAD" + H,0 = 4cido trico
+ NADH + H"). Sin embargo, bajo condiciones de isquemia, la XDH puede convertirse a
xantina oxidasa (XO, E.C. 1.17.3.2), que es dependiente de oxigeno (HX 6 X + H,O + O, =
dcido urico + H,0,), mediante la oxidacién reversible de grupos tiol o por protedlisis
irreversible (Bradley et al., 1996).

Dado que las purinas son sustancias relativamente insolubles, los organismos adaptados a
diferentes ambientes presentan distintos metabolitos de desecho. Los productos finales del
catabolismo de las purinas varian entre los diferentes grupos de vertebrados y han sido
objeto de estudios comparativos desde principios del siglo XX (Balinsky, 1972; Keebaugh,
2009). En hominoideos, aves, reptiles y algunas especies de ranas, el producto final del
metabolismo de purinas es el dcido urico, debido a la pérdida de actividad de la enzima
urato oxidasa (UOX,E.C. 1.7.3.3) durante la evolucion de vertebrados terrestres (Keebaugh,
2009; Alvarez-Lario y Macarrén-Vicente, 2010). El resto de los mamiferos presenta
actividad de UOX, pero han perdido la actividad de la enzima alantoinasa (ALLN) y, por lo
tanto, tienen como producto final del metabolismo de purinas a la alantoina (Schmidt-

Nielsen, 1997; Keebaugh, 2009; Alvarez-Lario y Macarrén-Vicente, 2010).
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Figura 1.Metabolismo de purinas en mamiferos. Las enzimas analizadas en este trabajo: purina
nucledsido fosforilasa (PNP), xantina oxidasa (XO), hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa
(HGPRT) e inosina monofosfatos deshidrogenasa (IMPDH),se resaltan en verde. Los metabolitos:
inosina 5’-monofosfato (IMP), inosina, hipoxantina (HX), xantina, dcido trico, adenosina 5’-
monofosfato (AMP), adenosina 5’-difosfato (ADP), adenosina 5’-trifosfato (ATP), guanosina 5°-
difosfato (GDP), guanosina 5’-trifosfato (GTP) y adenosina, se resaltan en rojo (tomado y traducido
de Keebaugh, 2009).



Tabla I. Caracteristicas generales de las principales enzimas que intervienen en el
metabolismo de purinas, nombre de la enzima; via metabdlica en la que interviene; reaccion
que cataliza; localizacion en células, tejidos y érganos.

. Via iy o
Enzima pon Reaccion Localizacion
metabdlica
Cataliza el enlace glucosidico de  En el citoplasma de muchos
ribo- y desoxirribonucledsidos en  organismos procariotas y
PNP presencia de fosfato inorgédnico eucariotas. En mamiferos, sélo
E.C. Catabolismo  generando una base purinica y en ciertos tejidos: corazén,
242.1 una ribosa(desoxirribosa)-1- higado, pulmdn, rifién, cerebro,
fosfato. epitelio ciliado, leucocitos,
intestino delgado.
La XDH cataliza la oxidacién de  En el citoplasma de células
bases purinicas como la HX y endoteliales y epiteliales. En el
xantina, utilizando NAD* como exterior de la membrana de
XOR sustrato. La XO, cataliza la células endoteliales.
XDH. E.C oxidacién de las mismas bases Desde bacterias hasta mamiferos.
o . ero utiliza oxigeno como En estos dltimos, se distribuye
1.17.14;  Catabolismo P geno . . . Y
XO.E.C sustrato. Ambas enzimas utilizan  ampliamente en tejidos como
1 1’7 3' 2' agua durante sus reacciones. higado, intestino, sangre,

B corazon, pulmén y musculo
esquelético. Se ha reportado XO
circulante, particularmente en
plasma de humanos.

Cataliza una reaccién de En el citoplasma de células
transferencia, utilizando ribosa procariotas y eucariotas. En todos
(proporcionada por PRPP) y una  los tejidos sométicos, y en
base nitrogenada (HX 6 guanina). sistema nervioso central.
HGPRT . [ o
. Primero se une a PRPP y después Se ha purificado en humano,
E.C. Reciclado ) <
2498 a la base. Una vez que se hace la  hdmster, ratén, rata, levadura,
T transferencia, la enzima se pardsitos.
disocia del nucleétido recién
formado, al mismo tiempo que se
libera pirofosfato.
Cataliza una reaccién de En células procariotas y
oxidacién utilizando como eucariotas. Con excepcion de dos
IMPDH P sustratos a IMP y NAD" para especies de protozoarios, parece
Sintesis .
E.C. producir XMP. En humanos, estar presente en todos los
de novo . . .
1.1.1.205 presenta un sitio activo de organismos.

cisteina el cual forma un enlace
covalente con el anillo purinico.

PNP, purina nucledsido fosforilasa;
fosforribosiltransferasa;

IMPDH,

XO,
inosina monofosfato

xantina oxidasa;
deshidrogenasa;

HGPRT, hipoxantina-guanina
XDH, xantina

deshidrogenasa; HX, hipoxantina; NAD", nicotinamida adenin dinucleétido; XO, xantina oxidasa;
PRPP, 5’-fosforribosil-1-pirofosfato; IMP, inosina 5’-monofosfato; XMP, xantosina 5’-
monofosfato. (Informacién tomada de Stout y Caskey, 1985; Moriwaki et al., 1999; Bzowska et al.,
2000; Craig y Eakin, 2000; Sintchak y Nimmesgern, 2000; Cejkové et al., 2002; Harrison, 2002;
Hedstrom, 2009).



1.2 Adaptaciones al buceo

Una de las funciones de los nucledtidos de purinas es que, a través de la hidrélisis de sus
grupos fosfato, se obtiene la energia necesaria para el mantenimiento del metabolismo
celular. El nucleétido ATP es la moneda energética universal en todos los sistemas
bioldgicos y actiia en numerosas reacciones enzimdticas involucradas en la transferencia de
energia quimica (Janssen, 1993; Cosgrove, 1998; Hochachka y Somero, 2002).

El oxigeno es indispensable para la vida de la mayoria de los seres vivos debido a que la
produccion de ATP en la mitocondria estd ligada a la disponibilidad de oxigeno (Storey,
1996). Sin embargo, cuando disminuye la concentracién de oxigeno (hipoxia) o en
condiciones de ausencia total de oxigeno (anoxia), no se puede generar ATP a partir de
ADP, por lo que éste es degradado y se inicia una cascada catabdlica de purinas resultando
en la acumulacién de metabolitos en células y tejidos (Janssen, 1993).

En general, los mamiferos poseen una tolerancia nula o limitada a la falta de oxigeno, por
lo que sus células y tejidos se ven comprometidos durante episodios prolongados de
hipoxia (Boutilier y St-Pierre, 2000). Sin embargo, existen especies de mamiferos, como el
elefante marino y el cachalote, que toleran periodos prolongados de hipoxia, asociados al
cese de la respiracion (apnea) como consecuencia del buceo (Elsner, 1999). Estas especies
poseen adaptaciones bioquimicas, fisioldgicas y anatémicas especificas que les han
permitido habitar en ambientes acudticos (Elsner, 1999; Wilhelm Filho et al., 2002). Dichas
adaptaciones han sido estudiadas en mamiferos marinos (particularmente en focas), por su
capacidad de apnea y tolerancia a la hipoxia. Existen tres mecanismos fisioldgicos que se
conocen en conjunto como la “respuesta al buceo” y que son comunes en todos los
mamiferos (acudticos, semiacudticos y terrestres) (Panneton, 2013). La apnea ocurre al
iniciar la inmersion; a través de una estimulacién del sistema nervioso parasimpatico se
produce una disminucién del ritmo cardiaco (bradicardia) y a través del estimulo del
sistema nervioso simpdtico se induce una vasoconstriccion periférica masiva que reduce el
flujo sanguineo a 6rganos periféricos tolerantes a la hipoxia (piel, misculo, rifién, higado) y
desvia la sangre oxigenada a los tejidos que son mds sensibles a condiciones de hipoxia

(cerebro, sistema nervioso) (Elsner, 1999; Castellini y Castellini, 2004; Panneton, 2013).



A diferencia de los humanos (que llenamos nuestros pulmones de aire antes de una
inmersién), los mamiferos marinos vacian hasta un 50% sus pulmones, por lo que éstos no
son una fuente importante de oxigeno durante los buceos (menor al 5% del total de
oxigeno) (Kooyman, 2002; Panneton, 2013). En vertebrados (mamiferos y aves) que
bucean, el volumen sanguineo es tres veces mayor, la concentraciéon de hemoglobina (Hb)
es aproximadamente 9.5 veces mayor, y la concentraciéon de mioglobina (Mb) es de 10 a 30
veces mayor que en vertebrados no buceadores (Kooyman y Ponganis, 1998; Kooyman,
2002). Por lo tanto, la principal reserva de oxigeno (80 a 90% del O, total) en mamiferos
buceadores se encuentra en la sangre asociada a la Hb y en el musculo asociado a la Mb.
Los mamiferos que bucean por periodos mds prolongados, por ejemplo los elefantes
marinos Mirounga spp., tienen reservas de oxigeno mayores (casi 100 mL O, kg de masa
corporal) que en humanos (20 mL O, kg' de masa corporal). Esta reserva de oxigeno
permite mantener un metabolismo aerdbico durante los buceos; sin embargo, cuando este
almacén se agota, es decir, sangre y tejidos se tornan hipéxicos, aumenta la concentracién
de CO, (hipercapnia) y eventualmente se acumulan productos del metabolismo anaerébico,
lactato y iones hidrégeno (acidosis). La combinacién de hipoxia, hipercapnia y acidosis se
conoce como asfixia (Elsner, 1999). Al punto en que inicia la acumulacién de lactato se
conoce como limite de buceo aerébico (Kooyman et al., 1980; Panneton, 2013). El lactato
acumulado es removido de los tejidos a través del restablecimiento del flujo sanguineo
(reperfusion) cuando se restaura la respiracion en la superficie una vez que termina el buceo
(Castellini y Castellini, 2004).

Los mamiferos buceadores también cuentan con adaptaciones morfoldgicas que les
permiten habitar ecosistemas acudticos. Las costillas y trdquea estdn menos calcificadas, lo
que disminuye su rigidez; los alvedlos y los bronquiolos carecen de soporte cartilaginoso
(Thornton y Hochachka, 2004), y los surfactantes de mamiferos buceadores tienen una
composicion de lipidos diferente a la de mamiferos terrestres, que les confiere una funcién
antiadhesiva en los pulmones, probablemente es una adaptacién funcional resultado del
constante colapso pulmonar por los buceos (Miller et al., 2006). Lo anterior favorece la
compresion de la caja tordcica y los pulmones por el incremento en la presion hidrostética

durante los buceos.



Durante los buceos, el hematocrito (Hct) (porcentaje volumétrico de eritrocitos en la
sangre), aumenta en comparacion con los valores en eupnea (respiraciéon normal) en focas
(Kooyman et al., 1980; Castellini et al., 1988; Zapol et al., 1989). Se ha sugerido que el
bazo actia como una reserva dindmica de eritrocitos que se liberan a la circulacién durante
los buceos (Thornton et al., 2001). La contraccién del bazo ocurre por la estimulacién del
nervio trigémino (que causa bradicardia, vasoconstriccion periférica y contraccién de la
vena cava) y por un incremento en los niveles de catecolaminas circulantes (Zapol, 1987,
Thornton y Hochachka, 2004).

La duracién y profundidad de los buceos difiere entre las especies de mamiferos
buceadores. La foca anillada (Phoca hispida) y el lobo marino de california (Zalophus
californianus) bucean a profundidades menores a 120 m y por periodos de 4 a 5 min
(Kooyman, 1989; Kelly y Wartzok, 1996). Otras especies, como los elefantes marinos,
poseen la capacidad de bucear hasta 2000 m de profundidad (Stewart y DelLong, 1994;
Mclntyre et al., 2010). Sin embargo, estos buceos profundos no necesariamente son los mas
largos en duracion. El elefante marino del sur (Mirounga leonina) realiza buceos rutinarios
de 20 min (Hindell er al., 2000) y se han registrado buceos extremos de 120 min de
duracién (Hindell et al., 1991). La foca de Weddell (Leptonychotes weddellii), aunque es
capaz de bucear hasta 82 minutos (Castellini et al., 1992a), realiza buceos rutinarios de 10 a
20 min cuando busca alimento entre los 50 y 600 m de profundidad (Castellini et al.,
1992b). La foca capuchina (Cystophora cristata) realiza la mayoria de sus buceos (75%) en
profundidades de 100 a 600 m y con duracién de 5 a 25 min, aunque es capaz de bucear a

profundidades mayores a 1016 m y por mds de 52 min (Folkow y Blix, 1999).

1.3 Elefante marino del norte

Los elefantes marinos (Mirounga spp.) pertenecientes a la familia Phocidae son de las
especies de mayor tamafo dentro de las 34 especies de pinnipedos (Orden Carnivora) que
existen actualmente (Le Boeuf y Laws, 1994). El elefante marino del norte (M.
angustirostris) es una especie con un marcado dimorfismo sexual, siendo los machos mas
grandes que las hembras; los machos adulto pueden alcanzar hasta 4 m de longitud y pesar

hasta 2 toneladas, mientras que las hembras alcanzan los 3 m de longitud y 600 kg de peso



(Reeves et al., 1992). Las crias recién nacidas miden aproximadamente 125 cm de longitud
y pesan 35 kg, mientras que una cria recién destetada puede medir 145 cm de longitud y
alcanzar un peso de 200 kg en 3 a 4 semanas, que es el tiempo que dura la lactancia y
atencion maternal (Reeves ef al., 1992). Otras caracteristicas distintivas de los machos de
elefante marino del norte son la probdscide de los adultos y una piel gruesa y rugosa en la
zona del cuello y pecho (Reeves et al., 1992).

El elefante marino del norte se distribuye a lo largo de la costa oeste de Norteamérica, en
islas y costas de la peninsula de Baja California, en México, y de California, en Estados
Unidos de América (EUA) (Reeves et al., 1992; LeBoeuf y Laws, 1994). Esta especie fue
objeto de caza con fines comerciales por su piel y grasa desde 1818 hasta 1860, y se
presumié extinta en 1892; sin embargo, algunos organismos fueron descubiertos en Isla
Guadalupe, localizada en aguas mexicanas al noroeste de Baja California (Reeves et al.,
1992). Aunque algunos de esos organismos se cazaron para colecciones cientificas, a partir
de 1911 el gobierno mexicano prohibié su caza y decret6 a la Isla Guadalupe como parque
nacional (Reeves et al., 1992; Gallo-Reynoso y Hoyos-Padilla, 2011). A partir de entonces,
la poblaciéon de elefante marino del norte se ha incrementado exponencialmente,
alcanzando aproximadamente los 130000 individuos, y se han establecido colonias tanto en
aguas estadounidenses (Santa Barbara, San Nicolas, San Miguel, Santa Rosa, Afio Nuevo y
sureste de las islas Farallon) como en aguas mexicanas (Isla Guadalupe, San Benito y
Cedros) (Reeves et al., 1992). Por ende, la poblacién sufrié varios cuellos de botella,
resultando en baja variabilidad genética (Hoelzel, 1999; Weber et al., 2004; Gallo-Reynoso
y Hoyos-Padilla, 2011).

El elefante marino del norte se caracteriza por realizar dos migraciones anuales, en las que
recorren una distancia de 18000 a 21000 km (las mds extensas reportadas para un
mamifero) (Stewart y DeLong, 1995). Dichos viajes son con fines de alimentacién. Al
término de la temporada reproductiva (febrero), machos y hembras adultos dejan la colonia
para realizar un viaje de alimentacién, migrando hacia el Pacifico Norte, los machos llegan
hasta el Golfo de Alaska, mientras que las hembras prefieren zonas mas cercanas como
Oregon y Washington (Reeves et al., 1992; Le Boeuf et al., 1993; Stewart and DeLong,

1994). Posteriormente, los elefantes marinos regresan a las colonias donde se reprodujeron,
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con fines de descanso y muda de piel y pelaje; las hembras regresan de 60 a 85 dias
después de la temporada reproductiva, mientras que los machos regresan después de 100 a
120 dias (Stewart y DeLong, 1995). El proceso de muda es vital para desechar compuestos
téxicos como el amoniaco, que se ha acumulado en su piel y pelaje como resultado de su
dieta basada en peces y cefalépodos de profundidad (Gallo-Reynoso y Hoyos-Padilla,
2011). La muda dura aproximadamente tres a cuatro semanas y se lleva a cabo en diferentes
temporadas, de acuerdo a la edad y sexo de los individuos; las hembras adulto y los
juveniles (de uno a cuatro afos de edad) regresan a las colonias en primavera (desde inicios
de marzo hasta mayo) para la muda, mientras que los machos subadulto y adulto realizan su
muda en verano (junio-agosto) (Worthy et al., 1992; Gallo-Reynoso, comunicacion
personal). Durante el otofio (septiembre-noviembre), los juveniles de menos de un afio
(aproximadamente ocho meses) (denominados en inglés como “young of the year” o
“returning pups” o “yearling”) (Crocker, D., comunicacién personal) regresan a las colonias
para descansar después de su primer viaje de alimentacion post-destete; aunque algunos de
estos juveniles exhiben una ligera muda (“scabby molt”), la muda de piel y pelaje se realiza
hasta la primavera (Le Boeuf y Laws, 1994). Al finalizar la temporada de muda, los
elefantes marinos regresan a las zonas de alimentacién en un segundo viaje (post-muda)
que dura 125 dias en machos y 240 dias en hembras (Reeves et al., 1992). Durante estos
viajes, los elefantes marinos permanecen sumergidos 90% del tiempo (Le Boeuf et al.,
1996) y se alimentan constantemente ganando peso antes de regresar a las colonias a
reproducirse. Las hembras (fecundadas desde la temporada anterior) empiezan a arribar a
las colonias a finales de diciembre, y seis 6 siete dias después de su llegada inician los
nacimientos. Los machos también arriban en esas fechas e inician los enfrentamientos
(despliegues vocales y fisicos) con otros machos para establecerse como el macho alfa,
establecer territorios y ganar el derecho a tener el control de un harén de hembras (con las
cuales se apareard) (Gallo-Reynoso y Hoyos-Padilla, 2011). Durante la temporada de
apareamiento y nacimientos, las hembras permanecen en tierra durante 34 dias, mientras
que los machos permanecen hasta 60 dias en su papel de macho alfa; en esta etapa, los
elefantes marinos no se alimentan, es decir, ayunan, dedicando toda su energia a la

reproduccién y cuidado de las crias (Gallo-Reynoso y Hoyos-Padilla, 2011). Las hembras
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destetan a sus crias de tres a cuatro semanas después del parto, y dejan la colonia, iniciando
su viaje de alimentacion post-reproductiva (Le Boeuf et al., 1972).

Durante los viajes de alimentacion (post-reproduccion y post-muda), tanto hembras como
machos adulto, se caracterizan por bucear continuamente, realizando buceos reportados a
profundidades de mds de 250 m de profundidad con duracién de 21 a 25 min e intervalos de
6 a 8 min en superficie para respirar durante dichos viajes. Estas migraciones verticales
abarcan 6800 km en el caso de machos y 9000 km en el caso de hembras (Stewart y
DeLong, 1995). Durante su estancia en tierra, el elefante marino del norte al igual que otras
especies de focas realizan apneas espontdneas (de hasta 20 min en el caso del elefante
marino) mientras duermen (Castellini et al., 1988). Esta apnea del sueiio es un proceso
natural en focas y comprenden hasta 60% del tiempo que permanecen dormidas (Blackwell
y LeBoeuf, 1993). Durante los periodos de apnea del suefio, las focas experimentan
contracciéon del bazo y un consecuente aumento de Hct, de manera similar a lo que ocurre
durante las apneas del buceo (Castellini ef al., 1986). Se ha reportado que una cria de
elefante marino del norte puede dormir 30 a 40 min, durante los cuales realiza apneas de 10
min seguidos de eupneas de dos a tres minutos. Ademads, el elefante marino del norte puede
realizar apneas cuando estin despiertos; sin embargo, éstas son de menor duracién
(aproximadamente cinco minutos) (Castellini, 1994). La duracién de la apnea del suefio
aumenta desde el nacimiento hasta la edad adulta, sugiriendo una relacién directamente
proporcional entre la edad y la capacidad de buceo (Blackwell y Le Boeuf, 1993). Otros
aspectos similares entre la apnea del suefio y la apnea del buceo incluyen bradicardia
(Bartholomew, 1954; Huntley, 1984), aumento de los niveles de Hct (Castellini et al.,
1986), cambios en la circulacion en tejidos periféricos (Castellini, 1986), disminucién de la
concentracion de oxigeno en la sangre, aumento en los niveles de CO, y acidosis (Kooyman
et al., 1980). Por ello, se considera a la apnea del suefio como un pre-acondicionamiento

que prepara a los fécidos para el buceo, desde su nacimiento (Castellini, 1994).

1.4 Nutria neotropical
Los mamiferos poseen caracteristicas y adaptaciones dependiendo del ambiente que

habitan. Muchas especies de mamiferos viven en asociacion parcial o total con el ambiente
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acudtico y, dado que respirar aire es una caracteristica de los mamiferos, algunas especies
han desarrollado un estilo de vida anfibio, es decir, habitan tanto el ambiente acuatico como
el terrestre sin estar completamente adaptadas a ninguno de los dos (Dunstone, 1998). Estas
especies, incluyendo la nutria neotropical, se denominan semiacudticas y ocupan una
posicién intermedia entre los mamiferos terrestres y los acudticos (Fish y Baudinette,
1999). Aunque los pinnipedos pueden habitar el ambiente terrestre para ciertas actividades
como la reproduccién y en algunos casos la muda de pelaje, no son considerados como
mamiferos semiacudticos ya que habitan la mayor parte de su vida en el ambiente marino y
dependen completamente de éste para su alimentacion (Dunstone, 1998; Gallo-Reynoso y
Hoyos-Padilla, 2011). Los mamiferos semiacudticos representan la etapa intermedia del
proceso de adaptacién de mamiferos terrestres al ambiente acudtico (Estes, 1989; Fish,
1993), se encuentran en una posicion energéticamente precaria (Fish y Baudinette, 1999) y
el desempefio energético en ambos ambientes es limitado, ya que su anatomia y fisiologia
han sido modificadas para contrarrestar los retos de moverse en agua y en tierra (Fish,
2000). Por ejemplo, a pesar de su actividad acudtica, las extremidades de los mamiferos
semiacudticos s6lo han sido modificadas ligeramente (en comparacién con aquellas de los
mamiferos acudticos) y las utilizan tanto para propulsién en el agua como para caminar en
tierra (Fish, 2000).

Los mamiferos semiacudticos son filogenéticamente muy diversos y sus representantes se
encuentran en varios linajes de mamiferos (Marsupialia, Rodentia, Monotremata,
Carnivora, entre otros) (Dunstone, 1998). Una de las familias de mamiferos semiacuaticos
mds conocidas es la Mustelidae, perteneciente al orden Carnivora. Esta cuenta con 67
especies que habitan las inmediaciones de rios, lagos, y mares. Las nutrias de rio y nutrias
marinas (subfamilia Lutrinae) son especies importantes en la estructura de comunidades de
rios, lagos y costas, y han sido objeto de caza y comercializacién por su piel (Marmi et al.,
2004; Mason y McDonald, 2008).

La nutria neotropical (Lontra longicaudis annectens Major, 1897) es de cuerpo fusiforme,
adaptada al buceo. Sus extremidades son cortas y robustas, y poseen membranas
interdigitales que ayudan a la propulsiéon bajo el agua (Emmons, 1990; Gallo-Reynoso,

2008). La nutria neotropical presenta dimorfismo sexual, siendo los machos 20 a 25% mads
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grandes que las hembras; su longitud total puede alcanzar hasta 1.32 m (Gallo-Reynoso,
2008). Tiene una cola larga y gruesa que llega a ocupar del 38 al 40% de la longitud total
del animal, siendo mds larga en machos (53 cm) que en hembras (42 cm) (Parera, 1996;
Gallo-Reynoso, 2008). Esta especie tiene una distribucién amplia (en comparacién con sus
especies congéneres) y se distribuye desde el noroeste de México hasta Sudamérica
(Argentina) (Redford y Eisenberg, 1992). Es la especie mds ampliamente distribuida y
mejor conocida en México y se encuentra en todos los rios grandes y medianos, rios de
planicies costeras y arroyos de montafia (Gallo-Reynoso, 1997). Su piel presenta dos capas
de pelo, el inferior o “lanugo” (muy denso y suave) atrapa burbujas de aire y funciona
como aislante térmico permitiéndole al animal permanecer mojado por horas sin que la piel
entre en contacto con el agua, y el pelo de “guardia” que es mds grueso y mds largo, con
diferente longitud y color en cada parte del cuerpo, es el pelo normal de todo mamifero, que
le da la coloracion y brillo caracteristico a las nutrias (Kenyon, 1969; Bertonatti y Parera,
1994; Gallo-Reynoso, 2008). Las nutrias no poseen capa de grasa subcutdnea (blubber)
como los mamiferos marinos se estima que sélo el 3% del peso corporal de una nutria es
grasa, y se sugiere que la presencia de una capa de grasa les implicaria desventajas en
tierra, particularmente al caminar. Por lo tanto, el pelaje denso (aproximadamente 50000
pelos por cm?®) es el principal aislante térmico en los mustélidos (Kruuk, 1995). La capa de
aire atrapada entre el pelaje inferior les provee flotabilidad positiva que impide que asuman
una posicién vertical en el agua, evitando asi un incremento en el arrastre hidrodindmico
durante el nado, lo que contribuye significativamente al gasto energético en mamiferos
semiacudticos en comparacién con mamiferos marinos (Dunstone, 1998).

Las nutrias neotropicales se alimentan de una variedad de especies, pero no tienen una dieta
tipica; son oportunistas y sus preferencias dietéticas dependen de la abundancia local de
peces, crusticeos, mamiferos, aves, réptiles, anfibios e insectos, que pueden ser acudticos o
terrestres; ademds también se alimentan de algunos pastos y frutas (Gallo-Reynoso, 2008).
Las nutrias de rio tienen la capacidad para bucear, principalmente con fines de busqueda de
alimento. Los buceos rutinarios tienen una duracién aproximada de 30 seg (Bertonatti y
Parera, 1994). En Escocia, se han registrado buceos de las nutrias europeas (Lutra lutra)

con una profundidad médxima de 14 m; sin embargo, la mayoria (98%) de los buceos



14

ocurren en aguas someras a menos de 8 m de profundidad (Nolet et al., 1993; Kruuk,
1995). Se ha sugerido que los buceos someros de las nutrias de rio son menos demandantes
desde el punto de vista energético (se puede invertir mds tiempo en busca de presas, en
lugar de invertirlo en nadar de la superficie hacia el fondo y viceversa, o de la costa a las
zonas profundas que generalmente estdn lejos de tierra) y que durante los buceos someros
las nutrias de rio pierden menos calor ya que la capa de aire atrapada entre su denso pelaje
inferior no se comprime por la presion hidrostética, evitando que su piel entre en contacto
con el agua y pierda calor (Nolet et al., 1993; Dunstone, 1998). Por ello, las nutrias de rio
invierten tiempo y energia en mantener su pelaje inferior, acicaldndolo entre cada buceo o
después de un ciclo de buceo; el tiempo de acicalado en tierra es directamente proporcional
al tiempo y profundidad del buceo (Kruuk, 1995; Dunstone, 1998).

Ademéds de la marcada diferencia en cuanto a profundidad y duracién de los buceos entre
mamiferos semiacudticos y mamiferos marinos, otra diferencia entre ambos grupos es la
locomocion acudtica. Los mamiferos semiacuaticos se consideran nadadores ineficientes;
invierten un mayor gasto energético por el arrastre hidrodindmico producido al nadar en la
superficie o cerca de ésta (Dunstone, 1998; Williams, 2001). En mamiferos semiacudticos
la propulsién es generada por movimientos dorso-ventrales alternados de las extremidades
posteriores, las cuales presentan membranas interdigitales que permiten una mayor
propulsion (Fish, 1993). Sin embargo, el poder de propulsién no es tan pronunciado en
comparacién al de mamiferos marinos (en los cuales la propulsiéon también se genera por
movimientos dorso-ventrales de las extremidades posteriores que en el caso de los cetdceos
y pinnipedos estin modificadas en aletas), dado que las extremidades posteriores de las
nutrias s6lo estdn ligeramente modificadas para el ambiente acudtico (Fish, 2000). De
acuerdo a lo anterior, no s6lo la morfologia y fisiologia de los mamiferos semiacuéticos, y
en particular de la nutria de rio, han determinado su éxito como especie intermedia; la
ecologia de éstas especies y la oportunidad de presas disponibles en rios y lagos someros
han favorecido la conquista de dichos ambientes y su permanencia como especie en

transicion (Harrington et al., 2012).
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1.5 Cerdo doméstico

Las propiedades fisicas del ambiente terrestre difieren de aquellas del ambiente acudtico vy,
por lo tanto, los organismos que lo habitan, presentan adaptaciones anatomicas, fisiologicas
y bioquimicas que difieren de las de los organismos acudticos. Los mamiferos terrestres
deben de enfrentarse a la resistencia generada por el aire (arrastre aerodindmico); por
ejemplo, para un humano la resistencia aerodindmica al caminar o trotar es minima; al
correr a velocidad promedio, el porcentaje energético necesario para contrarrestar el
arrastre aerodindmico es de 7.5% y, debido a que éste incrementa con la velocidad, el costo
energético puede aumentar hasta 13%; por ende, el arrastre aerodindmico consume sélo un
porcentaje relativamente pequefio del costo energético total (Schmidt-Nielsen, 1997). Las
extremidades de los mamiferos terrestres estdn disefadas para la locomocion en tierra y
para el soporte del peso corporal impuesto por la fuerza de gravedad (Schmidt-Nielsen,
1997, Fish, 2000).

El cerdo doméstico (Sus scrofa, Linnaeus 1758) es un mamifero terrestre que pertenece a la
familia Suidae y al orden Artiodactyla (Alvarez-Romero y Medellin, 2005). Esta es una
especie utilizada en estudios anatdmicos y fisioldgicos comparativos ya que comparte
numerosas caracteristicas anatomicas (tamafo corporal, sistema cardiovascular, piel,
sistema urinario) y fisiolégicas (sistema gastrointestinal, sistema inmune) con la especie
humana, y se considera un modelo ideal en estudios biomédicos, reemplazando a otras
especies como primates no humanos y perros (Swindle y Smith, 1998). El cerdo doméstico
se utiliza frecuentemente como modelo para enfermedades como diabetes, aterosclerosis,
tlcera géstrica, y procesos como la cicatrizacién (Mortensen et al., 1998; Swindle y Smith,
1998; Gad, 2007), y se ha empleado como modelo en estudios de hipoxia-isquemia, y sus
efectos en el cerebro de neonatos (Leffler er al., 1989; Odden et al., 1989). De igual
manera, ha sido el objeto de estudios para desarrollar tratamientos para prevenir o reducir
los efectos negativos de la hipoxia-isquemia en cerebro y otros tejidos (O’Brien et al.,
2006; Waldenstrom et al., 2010).

Como especie doméstica abundante, considerada también de granja, el cerdo doméstico es
reconocido a nivel mundial como fuente de alimento con alto contenido de proteinas. Los

cerdos domésticos crecen y maduran con rapidez, tienen un periodo de gestacién corto
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(aproximadamente 114 dias) y pueden tener camadas numerosas (Bello-Gutiérrez, 2008).
Son omnivoros y consumen una gran variedad de materias alimenticias (Bello-Gutiérrez,
2008). Los adultos de esta especie se caracterizan por presentar un cuerpo pesado (50 a 350
kg) y redondeado, alcanzando una longitud total de 0.9 a 1.8 m; su piel es gruesa pero
sensible (como la del humano) (Alvarez-Romero y Medellin, 2005).

Con base en lo anterior, el presente trabajo estd enfocado a analizar algunas de las enzimas
y compuestos intermediarios del metabolismo de purinas en tres especies de mamiferos
adaptadas a diferentes ambientes, acudtico (elefante marino del norte), semiacudtico (nutria
neotropical) y terrestre (cerdo doméstico), para determinar si existen diferencias asociadas a

las adaptaciones al buceo.
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2. ANTECEDENTES
A la fecha, no se han reportado trabajos en los que se analice de manera general el
metabolismo de purinas en mamiferos acudticos, mucho menos en especies semiacudticas.
Por la importancia de varias de las enzimas del metabolismo de purinas en enfermedades
autoinmunes y cdncer, asi como en aspectos de xenotransplantes, los mamiferos terrestres,
en particular el humano, son las especies mds estudiadas al respecto (Bardot et al., 1994;
Nyhan, 2005; Smolenski et al., 2005; Yuen et al., 2006; Khalpey et al., 2007). Sin
embargo, los componentes purinicos que se han analizado en mamiferos acudticos son los
metabolitos HX y X y las enzimas XO y HGPRT que estdn involucrados en degradacion y
reciclado de purinas.
Uno de los primeros trabajos fue el de Elsner et al. (1995) en el que midieron la
concentracion de HX en plasma, rifion y corazén de foca de Groenlandia (Phoca
groenlandica) y foca anillada (P. hispida) sometidos a condiciones de buceos
experimentales (en el caso de las muestras de plasma) e isquemia experimental (en rifién y
corazén). Observaron que en plasma de ambas especies no se detect6 HX antes o después
de los buceos, mientras que la concentracion de HX en ambos tejidos incrementd
significativamente después de 30 minutos de isquemia experimental.
Mais tarde, Elsner et al. (1998) midieron la produccién de HX en rifién y corazén de foca
anillada (P. hispida) y cerdo doméstico (S. scrofa) expuestos a condiciones de isquemia
experimental. Observaron una mayor produccién de HX en los tejidos de cerdo doméstico
en comparaciéon con los de foca anillada, con lo que sugieren que la foca presenta una
mayor habilidad de conservar reservas energéticas (ATP), posiblemente a través del
reciclado de HX por la enzima HGPRT.
Waldenstrom et al. (2010) analizaron el mecanismo de pre-acondicionamiento isquémico
en miocardio de cerdo doméstico. Observaron que durante isquemia, la administracién de
adenosina (que se convierte a inosina, sustrato de la enzima PNP para generar HX, via la
enzima adenosina deaminasa) puede generar energia, ya que produce adenina e HX
(sustratos de las enzimas del reciclado de purinas) sin necesidad de ATP. Por lo tanto,
concluyen que el pre-acondicionamiento es un mecanismo ideal para la produccién de ATP

a nivel micromolar.
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Viézquez-Medina et al. (2011) midieron la actividad de XO y las concentraciones de HX y
X en plasma de crias destetadas de elefante marino del norte antes, durante y después de
apnea asociada al suefio y a inmersiones voluntarias. Observaron que en ambos casos, las
concentraciones de HX y X eran mds altas al final que al inicio de las apneas y que éstas
aumentaban durante los periodos de recuperacion, regresando de manera gradual a valores
normales durante la respiracién normal (eupnea). Durante las inmersiones voluntarias los
autores observaron que tanto la actividad de XO como las concentraciones de HX y X
disminuyeron al inicio y aumentaron al final, regresando a niveles de eupnea durante el
periodo de recuperaciéon. La conclusiéon de este estudio es que las diferencias de
concentracion de HX y X y de la actividad de XO observadas en ambos tipos de apnea
estdn asociadas con el grado de la respuesta al buceo durante la apnea con y sin inmersion.
Diversos estudios han encontrado que las apneas que involucran inmersion de la cara del
animal conllevan una respuesta al buceo (bradicardia, hipometabolismo, contraccién del
bazo) més aguda en comparacion con apneas en tierra (Elsner, 1999; Thornton et al., 2001).
Sofianez-Organis et al. (2012) midieron la concentraciéon de HX y X y la actividad de XO y
HGPRT en plasma de crias de elefante marino del norte en diferentes etapas (1, 3,5y 7
semanas) del ayuno post-destete. Los autores observaron que las concentraciones de HX y
X disminuyeron después de 3 semanas pero incrementaron notablemente después de las 5y
7 semanas, mientras que las actividades de XO y HGPRT incrementaron cada semana a lo
largo del periodo de ayuno. En este estudio se concluyé que el ayuno y la apnea del suefio
estimulan la degradacion de ATP, incrementando el contenido intracelular y circulante de
los productos de oxidacién, y que el incremento en la actividad de HGPRT sugiere que el
reciclado de purinas contribuye a la regeneraciéon de ATP permitiendo a las crias de
elefante marino del norte satisfacer la demanda energética a lo largo del periodo de ayuno

post-destete.
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3. JUSTIFICACION
El metabolismo de las purinas se lleva a cabo a través de un conjunto de rutas bioquimicas
encargadas de la sintesis, degradaciéon y reciclado de intermediarios y nucleétidos
esenciales para el funcionamiento y desarrollo celular (Cosgrove, 1998; Pang et al., 2012).
Por lo anterior, la concentracion de los metabolitos y nucleétidos purinicos, como el ATP,y
la actividad de las enzimas que intervienen en su sintesis, reciclado y degradacién, pueden
utilizarse como indicador del estado metabdlico de los tejidos. Dado que la sintesis de novo
de ATP requiere de oxigeno, y la mayoria de las especies de mamiferos no estidn adaptadas
a tolerar condiciones de hipoxia e isquemia que resultan en degradacion de ATP (Elsner et
al., 1998), es interesante explorar si existen diferencias en la actividad de las enzimas que
intervienen en el metabolismo de purinas y en la concentraciéon de metabolitos y
nucleétidos purinicos entre especies de mamiferos con diferentes capacidades de buceo,

como el elefante marino del norte, la nutria neotropical y el cerdo doméstico.
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4. HIPOTESIS
Si el elefante marino del norte presenta mecanismos fisioldgicos para contrarrestar los
efectos negativos de la hipoxia e isquemia asociados a apneas del buceo y del suefio,
entonces presentard un sistema de reciclado de purinas que maximiza la regeneracion de
ATP en comparacién con mamiferos semiacudticos y terrestres no adaptados a periodos

prolongados de hipoxia e isquemia.

5. OBJETIVOS

5.1. General
Caracterizar los principales componentes del metabolismo de las purinas en tres especies de
mamiferos, acudtico (elefante marino del norte), semiacudtico (nutria neotropical) y

terrestre (cerdo doméstico).

5.2. Particulares

5.2.1. Cuantificar la actividad de las enzimas (PNP, XO, HGPRT, IMPDH) que
intervienen en las vias de reciclado, degradacion y sintesis de novo de purinas
en miusculo, plasma y eritrocitos de elefante marino del norte, nutria
neotropical y cerdo doméstico.

5.2.2. Cuantificar la concentracién de los metabolitos y nucleétidos producidos en
las vias de reciclado, degradacion y sintesis de novo de purinas (HX, X, 4cido
urico, inosina, adenosina, IMP, ATP, ADP, AMP, GDP, GTP y NAD") en
musculo, plasma y eritrocitos de elefante marino del norte, nutria neotropical y
cerdo doméstico.

5.2.3. Comparar las actividades enzimdticas y concentraciéon de los nucleétidos y
metabolitos entre los diferentes tejidos para cada especie.

5.2.4. Comparar las actividades enzimdticas y concentracion de los nucleétidos y

metabolitos por tejido entre especies.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Colecta de muestras de sangre y miusculo

Las muestras de elefante marino del norte (M. angustirostris) se colectaron en el parque
estatal Afio Nuevo, California, Estados Unidos, en colaboracién con el personal de
University of California, Merced y Sonoma State University. Se capturaron 11 individuos
pertenecientes a la colonia residente del parque estatal Afio Nuevo y se registrd el sexo,
peso (kg) y edad aproximada de cada individuo. Previo a la toma de muestra, los elefantes
marinos fueron sedados con telazol (tiletamina/zolazepam HCI, 1 mg kg, Fort Dodge
Labs, Ft Dodge, IA, USA) administrado por via intramuscular, como se ha descrito
anteriormente (Ortiz et al., 2003). De cada individuo se colecté una muestra de sangre de la
vena extradural. Para obtener las biopsias de misculo esquelético, a cada individuo se le
aplicé una inyeccién subcutdnea de un volumen apropiado de lidocaina como anestésico
local y se introdujo una aguja estéril dermapunch en el flanco cerca de una de las aletas
traseras (Ortiz et al., 2003). Las biopsias se enjuagaron con solucién salina fisiol6gica
(0.9%) en frio y se almacenaron en crioviales que se introdujeron inmediatamente en
nitrégeno liquido hasta su traslado a laboratorio donde se congelaron a -80°C.

Las muestras de nutria neotropical (L. longicaudis annectens) se obtuvieron de cuatro
organismos en cautiverio y fueron colectadas por el personal médico veterinario del
Acuario de Veracruz como parte de los procedimientos rutinarios para verificar su estado
de salud. Para ello, los individuos fueron anestesiados con una mezcla de xilacina (1.5 mg
kg") y ketamina (1.5 mg kg'). Se extrajo la sangre de la vena cefélica de la extremidad
anterior derecha utilizando una aguja alada calibre 21 G x 3/4" x 7" (0.8 x 19 mm x 178
mm, BD Vacutainer®) y se registré el peso, longitud y edad de cada individuo.

Las muestras de 11 cerdos domésticos (S. scrofa) se colectaron post-mortem en el rastro
municipal de La Paz, Baja California Sur, en un periodo no mayor a 30 min posterior al
sacrificio. De cada individuo se obtuvo una muestra de sangre de la vena yugular y una
muestra de musculo esquelético del cuddriceps. Se colectaron aproximadamente 30 g de

musculo, se enjuagaron con solucion fisioldgica salina (0.9%) fria, se almacenaron en
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crioviales y se congelaron a -80°C. Previo a la obtencion de las muestras, se registré la edad
y peso aproximado de cada individuo.

El procedimiento para la colecta de muestras de sangre y su procesamiento para la
separacion de suero, plasma y eritrocitos fue la misma para las tres especies. Las muestras
de sangre (5-10 mL) se colectaron en tubos Vacutainer© sin anticoagulante para la
recuperaciéon de suero, y con EDTA (como anticoagulante) para recuperar plasma y
eritrocitos. Las muestras de sangre de los tubos Vacutainer© sin anticoagulante se
centrifugaron a 1000 x g por 10 min en una centrifuga de campo (Mobilespin 126, Vulcon
Technologies, Grandview, MO, USA); el suero recuperado se colocé en tubos eppendorf
debidamente etiquetados y se congelaron a -80°C. De las muestras de sangre con EDTA se
obtuvo el nivel de hematocrito (Hct) para cada muestra, antes de separar el plasma y los
eritrocitos, utilizando capilares y una centrifuga para hematocrito (ZipOCRIT LW
Scientific, Inc. Modelo ZO-1, Tucker, Georgia, USA). Posteriormente, los tubos
Vacutainer© con EDTA se centrifugaron y se recuperd el plasma, el cual fue almacenado
en tubos eppendorf a -80°C. Se elimind la capa de leucocitos y al paquete de eritrocitos se
le practicé una serie de lavados con solucidn salina fisioldgica (0.9%) para eliminar restos
extracelulares y obtener s6lo los paquetes de eritrocitos que se alicuotaron en tubos

eppendorf y se almacenaron en ultracongelador a -80°C hasta su andlisis.

6.2. Preparacion de las muestras

6.2.1. Extractos de musculo esquelético

Se homogenizaron las muestras de musculo (aproximadamente 50 mg) en solucién
amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 7.5) y 1% de inhibidor de proteasas (PMSF en
etanol) a 12000 rpm, manteniendo el material sobre un bafio de hielo. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 2124 x g durante 15 min a 4°C, recuperando el sobrenadante

para su posterior andlisis.

6.2.2. Contenido intraeritrocitario

Previo al andlisis de muestras, el material intraeritrocitario fue tratado con un choque

osmoético agregando agua destilada fria y sometiéndolo a dos ciclos de
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congelacion/descongelacion adicional. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 1000

X g por 15 min en una centrifuga refrigerada y se recuper6 el sobrenadante para su andlisis.

6.3. Actividad enzimatica
6.3.1. Purina nucleésido fosforilasa (PNP,E.C.2.4.2.1)
La actividad de PNP se monitoreé por espectrofotometria siguiendo el protocolo descrito
por Chu et al. (1989). Dicho método utiliza al per6xido de hidrégeno (H,0,) que se forma
en las reacciones catalizadas por las enzimas PNP y XO para oxidar los compuestos dcido
3.5-dicloro-2-hidroxibencenosulfénico (DHBS, C(H,C,NaO,S) y 4-aminoantipirina
(C,;H;3N;0) por medio de la enzima peroxidasa.Esta reaccion cataliza la formacién del
producto  N-(4-antipiril)-3-cloro-5-sulfanato-p-benzoquinonamonoimina de coloracién
rojiza, el cual es monitoreado a 520 nm y 25°C. Las muestras se analizaron por triplicado
en un espectrofotometro (Beckman Coulter DU 800, Fullerton, CA, USA). Se registré el
cambio de absorbancia cada 10 seg durante dos min. Una unidad de PNP se define como la
cantidad de enzima necesaria para reducir 1 uM de inosina por minuto a 25°C,
registrdndose cambios en la absorbancia de 0.022. Los resultados se expresan como U de
PNP mg" de proteina. El limite de deteccién de la actividad de PNP con esta técnica es de

0.05 U mg"' de proteina.

6.3.2. Xantina oxidasa (XO,E.C.1.17.3.2)
La actividad de XO se monitore6 por espectrofotometria utilizando el kit de ensayo
Amplex®Red (Molecular Probes, Eugene, OR, USA.) y un lector de microplaca (Multiskan
FC, Thermo Scientific, Finlandia). La XO cataliza la oxidacién de bases purinicas HX a
xantina a 4cido trico, produciendo también radical superéxido (0,*). En este ensayo, el
0,* se degrada espontdneamente a H,0, y éste, en presencia de peroxidasa de rdbano,
reacciona estequiométricamente con el reactivo Amplex®Red, generando un producto de
oxidacién rojo fluorescente llamado resorufina, el cual absorbe a 570 nm. Se registr6 el
cambio de absorbancia cada cinco min durante 40 min a 570 nm y 37°C. Una unidad de XO

se define como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 uM de &cido drico por
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minuto a 25°C. Los resultados se expresan como mU de XO mg"' de proteina. El limite de

deteccién de la actividad de XO con este kit es 0.0012 mU mg™' de proteina.

6.3.3. Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT, E.C. 2.4.2.8)
La actividad de HGPRT se monitore6 por espectrofotometria utilizando el kit de ensayo
PRECICE HPRT® Assay Kit (NOVOCIB, Lyon, Francia) y un lector de microplaca
(Multiskan FC, Thermo Scientific, Finlandia). La enzima HGPRT cataliza la conversion
reversible de bases (HX 6 guanina) a nucledsidos monofosfato (inosina monofosfato (IMP)
6 guanosina monofosfato, respectivamente), utilizando fosforribosilpirofosfato (PRPP). En
este ensayo, la actividad enzimética se mide como la tasa de produccién de IMP, que es
oxidado por la enzima inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), al mismo tiempo
que se reduce NAD" a NADH. Se registr6 el cambio de absorbancia cada cinco min durante
120 min, a 340 nm y 37°C. Los resultados se expresan como nmol mg™' de proteina hora™.
El limite de deteccién de la actividad de HGPRT con este kit es 0.004 nmol mg™' de

protefna h™.

6.3.4. Inosina 5’-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH, E.C. 1.1.1.205)
La actividad de IMPDH se determiné de manera indirecta cuantificando la concentracién
de xantosina monofosfato (XMP), que es producto de la reaccién que cataliza esta enzima
durante la conversién de IMP a XMP. La cuantificaciéon de XMP se realiz6 mediante
cromatografia liquida de alta resolucién por intercambio i6nico (6 HPLC por sus siglas en
inglés, high performance liquid cromatography) (Glander et al., 2001). Para cuantificar la
concentracion de XMP, se realizd una curva estandar a diferentes concentraciones. Se
lisaron los eritrocitos diluyendo la muestra en una solucién fria de agua destilada y
dithiothreitol (DTT 4 mM) y se incubd por tres h a 37°C, utilizando una mezcla de
amortiguador de fosfato de sodio (40 mM), IMP (0.5 mmol L"), NAD* (0.25 mmol L") y
KCI (50 mmol L"), a pH 7 4. Para detener la reaccién, se agregd 4cido perclérico frio a 4M,
y se neutralizé con carbonato de potasio (KCO; 5 M) incubando a -80°C durante 30 min.
Una vez que se obtuvo el extracto de interés, se filtré a través de una membrana Millex GV

de 0.22 pm (Millipore Int., Bedford, MA, USA), se coloc6 en un vial para HPLC y se
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analizé por duplicado. Se utiliz6 una columna Prontosil 120 a 5 ODS AQ (250 mm x 3.1
mm) para la fase estacionaria; la fase movil estuvo compuesta por KH,PO, (50 mM), TBA
(7 mM) y metanol (94% v/v) pH 5.5 a temperatura ambiente. La detecciéon de XMP en las
muestras se realiz6 con base en la longitud de onda y tiempo de retencién del pico de
interés. La concentracion se calculd a partir de la ecuacién de la recta ajustada a la curva
estdndar y el drea del pico correspondiente en el cromatograma. Una unidad de IMPDH se
define como la cantidad de enzima que se necesita para producir 1 yM de XMP. Los
resultados se expresan como nmol mg' de proteina hora™. El limite de deteccién de la

actividad de IMPDH con esta técnica es 4.28 U mg' de protefna h™.

6.4. Concentracion de nucledtidos y metabolitos purinicos
La concentracion de los nucleétidos y metabolitos de las purinas (HX, X, dcido trico, IMP,
inosina, adenosina, NAD*, AMP, ADP, ATP, GMP y GTP) en eritrocitos, plasma y
musculo se determiné mediante HPLC (Gianattassio et al., 2003). Para cuantificar la
concentracion de cada nucledtido y metabolito, se analiz6 una curva con la mezcla de
estdndares a concentraciones conocidas. Las muestras se trataron con dcido percldrico
(HC10O, 0.5 M) frio para extraer los nucleétidos y metabolitos de interés; posteriormente, se
neutraliz6 con hidréxido de potasio (KOH 0.5 M) y fosfato de potasio monobdsico
(KH,PO,,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 colocé en un vial
para HPLC y se analiz6 por duplicado. Se utilizé una columna ODS Hypersil 125 x 4.6
mm, con tamafio de particula 3 um. La fase movil estaba compuesta por dos soluciones
amortiguadoras (0.1 M KH,PO,, 8 mM TBA, pH 6.0 a temperatura ambiente y 0.1 M
KH,PO,, 8 mM TBAs, 30% v/v CH,CN, pH 6.0). La identificaciéon de los nucleétidos y
metabolitos en las muestras se realizé con base en la longitud de onda y tiempo de
retencién de cada uno. La concentracion se calculd a partir de la ecuaciéon de la recta
ajustada a la curva estdndar y el drea de los picos correspondientes de cada nucledtido y
metabolito en el cromatograma. Los resultados se expresan como UM mg™ de proteina. El
limite de deteccién de la concentracion de los nucledtidos y metabolitos de las purinas

mediante esta técnica cromatografica es de 0.0025 uM mg™' de proteina.
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6.5. Determinacion de proteinas totales
Para estandarizar los datos de las actividades enzimadticas y la concentracidon de nucleétidos
y metabolitos de las purinas, se determiné la concentraciéon de proteinas solubles en las
muestras analizadas. Lo anterior se llevd a cabo por el método de Bradford (1979), cuyo
principio bdsico es la tincién de las proteinas con el colorante Coomassie® (Bio-Rad
Laboratories, Inc. Hercules, CA, USA). Brevemente, con base en una curva de calibracién
de albimina bovina a concentraciones de 0.2 a 0.005 mg mL"', se determiné Ia
concentracion de las proteinas presentes en los lisados y pellets resultantes de la
preparacion de muestras para las diferentes técnicas enzimdticas y cromatograficas. A cada
pozo de una microplaca, se le agregé colorante Coomassie® y la curva estdndar o la
muestra; en cada placa se incluyé un blanco con agua destilada y colorante Coomassie®.
Se incubd durante 15 min y se leyé la absorbancia a 620 nm en un lector de microplaca
(Multiskan FC, Thermo Scientific, Finlandia). La cantidad de proteinas solubles se calculd
a partir de la ecuacién de la recta ajustada a la curva estdndar y se expres6 en mg de
proteina mL"' de plasma o contenido intraeritrocitario o en mg de proteina mL"' de

homogenizado de musculo.

6.6. Analisis estadisticos
A los datos obtenidos se les aplicé una prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnoff) y
una prueba de homocedasticidad (Levene). Para determinar las diferencias entre los tejidos
de cada especie y por tejido entre especies, se realizaron andlisis de variancia por rangos de
Kruskall-Wallis o U de Mann-Withney, segun fuera apropiado (Zar, 1999). En los casos en
que las actividades enzimdticas o las concentraciones de nucledtidos y metabolitos de las
purinas estuvieran por debajo del limite de deteccion (LD), para realizar los andlisis
estadisticos, se utilizaron valores equivalentes a la mitad del limite de detecciéon (LD/2;
Farnham et al., 2002). Se consideré 0<0.05 como nivel de significancia estadistica. Los
andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete SYSTATO ver. 12.0 (SPSS, Inc.

Chicago, IL, USA) para computadora personal.
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7. RESULTADOS

7.1. Muestras de sangre y musculo
Se obtuvieron muestras de eritrocitos, plasma y suero de 11 elefantes marinos del norte,
cuatro nutrias neotropicales y 11 cerdos domésticos. S6lo se obtuvieron muestras de
musculo de cerdo doméstico (n= 11) y elefante marino del norte (n= 11), ya que los
individuos de nutria neotropical muestreados en este estudio son parte de la coleccion del
Acuario de Veracruz y, por las restricciones de la normatividad vigente, no fue posible

obtener biopsias de musculo esquelético.

7.2. Caracteristicas de historia de vida de cada especie
Los individuos de cerdo doméstico y nutria neotropical muestreados eran adultos de 1.5 y
3.3 aflos de edad, respectivamente, que viven en cautiverio, mientras que los individuos de
elefante marino del norte, eran juveniles de vida silvestre de ocho meses de edad. La edad,
peso, estilo de vida y dieta de cada una de las especies analizadas se presentan en la Tabla

II.

Tabla II. Edad, peso, estilo de vida y dieta de las tres especies analizadas (cerdo
doméstico, n= 11; nutria de rio, n= 4;elefante marino del norte, n=11).

Estilo de

Especie Edad (aiios) Peso (kg) vida Dieta
Cerdo 1.5+0.7 Cautiverio .
doméstico (adultos) NA (granja) Omnivora
Nutria 33+x14 Cautiverio
neotropical (adultos) 6.84+04 (acuario) Pescado
Elefante ~08 126.36 Vida  Calamares
marino del + 1
norte (anuales) 408 silvestre y peces

Los datos de edad y peso se presentan como promedio + error estdndar.

7.3. Hematocrito
Los valores de hematocrito de elefante marino del norte y nutria neotropical (54.63 =+

1.58% y 50.25 + 0.62%, respectivamente), fueron significativamente mayores que el de
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cerdo doméstico (35.63 +2.67%, p=0.000 y p= 0.003, respectivamente). Los resultados del

hematocrito se muestran en la figura 2 y se presentan como media + error estdndar.
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Figura 2. Hematocrito (%) de las tres especies analizadas (cerdo doméstico, n= 11; elefante
marino del norte, n= 11; nutria de rio, n= 4). Los datos se presentan como media + error
estdndar, letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05).

74. Actividad enzimatica

7.4.1. Purina nucleésido fosforilasa (PNP,E.C.2.4.2.1)
La actividad de PNP en eritrocitos y musculo de cerdo doméstico fue 29.12 (25.32, 35.04)
U mg' de protefina y 6.07 (4.84, 1044) U mg"' de proteina, respectivamente, y en
eritrocitos y musculo de elefante marino del norte fue 3.41 (2.61,3.59) U mg™' de proteina y
4.68 (4.31,9.80) U mg" de proteina, respectivamente. En eritrocitos de nutria neotropical la
actividad de PNP estuvo por debajo del limite de deteccion. En plasma, la actividad de PNP
en muestras de nutria neotropical fue de 0.105 (0.089, 0.118) U mg™" de proteina, mientras
que en muestras de elefante marino del norte y cerdo doméstico estuvo por debajo del

limite de deteccion. La actividad de la enzima PNP en los tejidos de las tres especies
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incluidas en este estudio se resume en la Tabla III y en la figura 3, y se presenta como

mediana y percentiles (25% y 75%).

Tabla III. Actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo de purinas en tejidos
de cerdo doméstico (n= 11), nutria neotropical (n= 4) y elefante marino del norte (n=11).

PNP XO HGPRT IMPDH
Especie Tejido (U mg™ mUmg' (nmolmg'  (nmol mg"’
proteina) proteina) proteina h"') proteina h")
29.12%* 1 31 37.24*
Eritrocitos (25.32, ND a 1'2 135) (31.85,
35.04) e 47.53)
Cerdo 0.003"* 0.0267
doméstico Plasma ND (0.002, (0.019, ND
0.003) 0.036)
0.052+}
. 6.077
Musculo (0.037, ND NA
(4.84,10.44) 0.066)
0.039"* 36.92°
Eritrocitos ND ND (0.033, (22.39,
Nutria 0.046) 40.17)
neotropical 0.105 0.003° 0.013F
Plasma (0.089, (0.003, (0.009, ND
0.118) 0.004) 0.019)
0.035"*
. . 3.41°% 14.06°
Eritrocitos ND (0.029,
(2.61,3.59) 0.050) (9.09, 15.86)
Elefante 0.017% 0.015%
marino del Plasma ND (0.015, (0.003, ND
norte 0.020) 0.022)
0.0607
Miisculo “ :? 1'62?80) (0.057, ND NA
R 0.097)

Los resultados se presentan como mediana y percentiles (25%,75%). PNP= purina nucledsido
fosforilasa, XO= xantina oxidasa, HGPRT= hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa, IMPDH=
inosina monofosfato deshidrogenasa. ND= por debajo del limite de deteccion. NA= No analizado.
Letras diferentes (a, b) denotan diferencias significativas entre especies; simbolos diferentes (*, )
denotan diferencias significativas entre tejidos de una misma especie.
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Figura 3. Actividad de la enzima purina nucleésido fosforilasa (PNP, U mg™ proteina) en
eritrocitos y musculo de cerdo doméstico (n= 11) y elefante marino del norte (n= 11). Los
datos se presentan como media + error estindar. Las letras diferentes (a, b) denotan
diferencias significativas (p<0.05) entre especies; los simbolos (*, +) denotan diferencias
significativas entre tejidos de una misma especie (p<0.05).

74.1.1. Comparacion por especie entre tejidos

La actividad de PNP en eritrocitos de cerdo doméstico fue significativamente mayor que en
musculo (p<0.001) (Tabla III, Fig. 3). En elefante marino del norte, la actividad de PNP fue
significativamente mayor en musculo que en eritrocitos (p= 0.020) (Tabla III, Fig. 3). En la
nutria neotropical, debido a que la actividad de PNP en eritrocitos estuvo por debajo del

limite de deteccidn, no se pudo realizar la comparacion entre tejidos.

74.12. Comparacion por tejido entre especies

En eritrocitos, la actividad de PNP fue significativamente mayor en las muestras de cerdo
doméstico que en las de elefante marino del norte (p= 0.001) (Tabla III, Fig. 3). En

musculo, no se encontraron diferencias significativas en la actividad de PNP entre las
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muestras de cerdo doméstico y las de elefante marino del norte (p= 0.309) (Tabla III, Fig.
3). En plasma de cerdo doméstico y elefante marino del norte, la actividad de PNP estuvo
por debajo del limite de deteccién (Tabla III); por lo tanto, no se pudo realizar comparacion

entre especies.

7.4.2. Xantina oxidasa (XO,E.C.1.17.3.2)
La actividad de XO en plasma de cerdo doméstico, nutria neotropical y elefante marino del
norte fue de 0.0032 (0.0024,0.0034) mU mg™' de proteina, 0.0033 (0.0032, 0.0034) mU mg’
" de proteina y 0.017 (0.015,0.020) mU mg"' de proteina, respectivamente. La actividad de
XO en eritrocitos de las tres especies estudiadas estuvo por debajo del limite de deteccidn.
Los resultados de la actividad de XO en tejidos de cerdo doméstico, nutria neotropical y
elefante marino del norte se resumen en la Tabla IIl y en la figura 4, y se presentan como

mediana y percentiles (25% y 75%).
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Figura 4. Actividad de la enzima xantina oxidasa (XO, mU mg"' protefna) en musculo y
plasma de cerdo doméstico (n= 11), elefante marino del norte (n= 11) y nutria neotropical
(n= 4). Los datos se presentan como media + error estdndar. Las letras diferentes (a, b)
denotan diferencias significativas entre especies (p<0.05); los simbolos (*, +) denotan
diferencias significativas entre tejidos de una misma especie (p<0.05).

74.2.1. Comparacion por especie entre tejidos

La actividad de XO fue significativamente mayor en musculo que en plasma de cerdo
doméstico (p<0.001) (Tabla III, Fig. 4). De manera similar, en el elefante marino del norte
la actividad de XO fue significativamente mayor en musculo que en plasma (p<0.001)
(Tabla III, Fig. 4). En nutria neotropical, la actividad de XO estuvo por arriba del limite de
deteccién sé6lo en plasma (Tabla III, Fig. 4), por lo que no se pudo realizar comparacién

entre tejidos.

74.22. Comparacion por tejido entre especies

La actividad de XO fue significativamente mayor en plasma de elefante marino del norte

que de cerdo doméstico y de nutria neotropical (p<0.001) (Tabla III, Fig. 4). No se
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encontraron diferencias significativas en la actividad de XO en plasma entre la nutria
neotropical y el cerdo doméstico (p= 0.984) (Tabla III, Fig. 4). No se encontraron
diferencias significativas en la actividad de XO en musculo de cerdo doméstico en
comparacion con el musculo de elefante marino del norte (p= 0.053) (Tabla III, Fig. 4). En

eritrocitos, la actividad de XO estuvo por debajo del limite de deteccion (Tabla III).

7.4.3. Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT, E.C.2.4.2.8)
La actividad de HGPRT en musculo de cerdo doméstico y de elefante marino del norte
estuvo por debajo del limite de deteccion. La actividad de HGPRT en eritrocitos y plasma
de cerdo doméstico fue 1.31 (1.12, 1.35) nmol mg™' proteina h™ y 0.026 (0.019, 0.036) nmol
mg"' proteina h™', respectivamente; en eritrocitos y plasma de nutria neotropical fue 0.039
(0.033, 0.046) nmol mg" proteina h”' y 0.013 (0.009, 0.019) nmol mg" protefna h™,
respectivamente, y en eritrocitos y plasma de elefante marino del norte fue de 0.035 (0.029,
0.050) nmol mg' proteina h' y 0.015 (0.003, 0.022) nmol mg' proteina h’,
respectivamente. Los resultados de la actividad de HGPRT en tejidos de cerdo doméstico,
nutria neotropical y elefante marino del norte se resumen en la Tabla III y figura 5, y se

presentan como mediana y percentiles (25% y 75%).
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Figura 5. Actividad de la enzima hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT,
nmol mg' proteina h™') en plasma y eritrocitos de cerdo doméstico (n= 11), elefante marino
del norte (n= 11) y nutria neotropical (n= 4). Los datos se presentan como media + error
estdndar. Las letras diferentes (a, b) denotan diferencias significativas entre especies
(p<0.05); los simbolos (*, +) denotan diferencias significativas entre tejidos de una misma
especie (p<0.05).

743.1. Comparacion por especie entre tejidos

La actividad de HGPRT fue significativamente mayor en eritrocitos que en plasma de cerdo
doméstico (p<0.001), elefante marino del norte (p= 0.017) y nutria neotropical (p= 0.021)
(Tabla III, Fig. 5).

7432. Comparacion por tejido entre especies

La actividad de HGPRT fue significativamente mayor en eritrocitos de cerdo doméstico
que en eritrocitos de elefante marino del norte (p<0.001) y nutria neotropical (p<0.001)

(Tabla III, Fig. 5). No se encontraron diferencias significativas en la actividad de HGPRT
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de eritrocitos de elefante marino del norte en comparacién con los de nutria neotropical (p=
1.000) (Tabla III, Fig. 5). No se observaron diferencias significativas en muestras de

plasma entre especies (p= 0.090) (Tabla III, Fig. 5).

7.4.4. Inosina monofosfato deshidrogenasa IMPDH, E.C. 1.1.1.205)
La actividad de IMPDH en eritrocitos de cerdo doméstico, nutria neotropical y elefante
marino del norte fue de 37.24 (31.85, 47.53) nmol mg™' protefna h™', 36.92 (22.39, 40.17)
nmol mg™" proteina h™' y 14.06 (9.09, 15.86) nmol mg™" proteina h', respectivamente. La
actividad de IMPDH en plasma de las tres especies estudiadas estuvo por debajo del limite
de deteccion (Tabla III). Los resultados de la actividad de la enzima IMPDH en tejidos de
cerdo doméstico, nutria neotropical y elefante marino del norte se muestran en la tabla III y

figura 6,y se presentan como mediana y percentiles (25% y 75%).

744.1. Comparacion entre especies

La actividad de IMPDH en eritrocitos de cerdo doméstico y de nutria neotropical fue
significativamente mayor que en eritrocitos de elefante marino del norte (p= 0.011) (Tabla
III, Fig. 6). No se observaron diferencias significativas en la actividad de IMPDH entre
eritrocitos de cerdo doméstico y los de nutria neotropical (p= 0.514) (Tabla III, Fig. 6). La
actividad de IMPDH en plasma de cerdo doméstico y elefante marino del norte estuvo por
debajo del limite de deteccion (Tabla III). No se analizd la actividad de IMPDH en el

musculo de cerdo doméstico y elefante marino del norte.
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Figura 6. Actividad de la enzima inosina 5’-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH, nmol
mg' protefna h™') en eritrocitos de cerdo doméstico (n= 11), elefante marino del norte (n=
11) y nutria neotropical (n= 4). Los datos se presentan como media + error estdndar. Las
letras diferentes (a, b) denotan diferencias significativas entre especies (p<0.05).

7.5 Concentracion de nucleétidos y metabolitos purinicos

Se analizaron todas las muestras de cerdo doméstico y nutria neotropical disponibles de
cada tejido; de musculo de elefante marino del norte sélo se analizaron cuatro muestras
debido a que sélo de estas muestras se contaba con la cantidad suficiente de musculo
necesaria para el andlisis. La concentracion de los nucledtidos y metabolitos detectados en
los tres tejidos analizados de cerdo doméstico, nutria neotropical y elefante marino del
norte se resumen en la Tabla IV y en las figuras 7 a 17, y se presentan como mediana y

percentiles (25% y 75%).
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7.5.1 Comparacion por especie entre tejidos

En el cerdo doméstico, el tejido en el que se detectdé mayor nimero de compuestos
purinicos fue en los eritrocitos (se detectaron HX, IMP, NAD", AMP, ADP, ATP, GDP y
GTP), seguido de miisculo (HX, IMP, NAD*, AMP, ADP, ATP, GTP e inosina) y plasma
(HX, AMP, ADP, ATP, GDP e inosina). La concentracién de HX fue significativamente
mayor en musculo que en plasma (p<0.001) y eritrocitos (p<0.001) (Tabla IV, Fig. 7). De
manera similar, la concentracién de HX fue significativamente mayor en plasma que en
eritrocitos (p=0.002). La concentracién de NAD" fue significativamente mayor en musculo
que en eritrocitos (p<0.001) (Tabla IV, Fig. 8). La concentracion de IMP fue
significativamente mayor en musculo que en eritrocitos (p<0.001) (Tabla IV, Fig. 9). La
concentracion de AMP fue significativamente mayor en eritrocitos que en musculo
(p<0.001) y plasma (p<0.001) (Tabla IV, Fig. 10). De igual manera, la concentracién de
AMP fue significativamente mayor en musculo que en plasma (p<0.001) (Tabla IV, Fig.
10). La concentraciéon de ADP fue significativamente mayor en musculo que en eritrocitos
(p<0.001) y plasma (p<0.001) (Tabla IV, Fig. 11). De manera similar, la concentracién de
ADP fue significativamente mayor en eritrocitos que en plasma (p= 0.037) (Tabla IV, Fig.
11). La concentracién de ATP fue significativamente mayor en eritrocitos que en musculo
(p= 0.042) (Tabla IV, Fig. 12). La concentracién de GDP fue significativamente mayor en
eritrocitos que en plasma (p= 0.005) (Tabla IV, Fig. 13). La concentraciéon de GTP fue
significativamente mayor en musculo que en eritrocitos (p= 0.003) (Tabla IV, Fig. 14). No
se encontrdé una diferencia significativa en la concentracién de inosina entre plasma y
musculo (p=0.870) (Tabla IV, Fig. 15).

Entre las muestras de nutria neotropical, el tejido con mayor nimero de compuestos
purinicos identificados fueron los eritrocitos (HX, IMP, NAD*, AMP, ADP, ATP, GDP y
GTP; Tabla 1V, Figs. 7-14), seguido de plasma (GTP, adenosina, Tabla IV, Fig. 16; acido
urico, Tabla IV, Fig. 17). El tnico metabolito que se encontré en ambos tejidos fue GTP.
La concentraciéon de GTP fue significativamente mayor en eritrocitos que en plasma (p=

0.021) (Tabla IV, Fig. 13).
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Tabla IV. Concentracién (uM mg" proteina) de hipoxantina (HX), inosina 5’-monofosfato (IMP), nicotinamida adenina
dinucleétido (NAD"), adenosina 5’-monofosfato (AMP), adenosina 5’-difosfato (ADP), adenosina 5’-trifosfato (ATP), guanosina
5’-difosfato (GDP), guanosina 5’-trifosfato (GTP), inosina, adenosina y dcido urico en tejidos de cerdo doméstico(n= 11), nutria
neotropical (n=4) y elefante marino del norte (n=11).

Especie Tejido HX NAD* IMP AMP ADP ATP GDP GTP Inosina Adenosina %ﬁ‘l‘:(‘:
0362 0023 1034 2088% 1344 0818* 0025 0.175
Eritrocitos (0282, (0.013, (0.925, (1957, (0.806, (0296, (0.023, (0.130, ND ND ND
0429) 0035 1567) 2736) 1615 1.059) 0215) 0.220)
Cerdo 1.463° 0.002°  0.010° 0.002° 0.053"
domésticg  Plasma (0715, ND ND (0002, (0002, ND (0002, ND  (0.002, ND ND
2.047) 0.016) 0.016) 0.021) 0.076)
6.163F 40757 703947 03277 6458°F 0.178% 0550 0016
Misculo (3793, (3.091, (55.607, (0225, (5.174, (0.105, ND (0332, (0015, ND ND
12.113) 7.697) 85014) 0354) 7.641) 0.290) 0.844)  0.022)
0.113° 0025 0.100° 0258 0406° 0682 0012° 0.072%
Eritrocitos  (0.081, (0.015, (0.056, (0.167, (0276, (0537, (0011, (0059, ND ND ND
Nutria 0.136) 0.036) 0.112) 0301) 0.534) 0847) 0038) 0.076)
neotropical 0.001° 0.004 2.179*
Plasma ND ND ND ND ND ND ND (0001, ND 0.001, (1831,
0.004) 0010)  2.368)
0.062°% 0.131° 0329% 0.679% 0.046°%
Eritrocitos ND  (0.043, ND  (0.114, (0302, (0560, ND (0044, ND ND ND
0.070) 0.172) 0373) 0.808) 0.055)
Elefante 0.012° 0.002°  0.002° 0002 0304°
marino del  Plasma ND ND ND ND (0011, ND ND  (0.002, (0.002, (0002, (0.034,
norte 0.013) 0010) 0.037)  0002) 0474
2839 02847 0.159% 4.434%  0.098%F 0.184%
Misculo  (2.086, (0.180, ND  (0.130, (3414, (0071, ND  (0.147, ND ND ND
4.989)  0.354) 0.171)  4.975)  0.124) 0.199)

Los resultados se presentan como mediana y percentiles (25%,75%). ND= por debajo del limite de deteccion. ND= por debajo del limite de
deteccién. Letras diferentes (a, b, ¢, d) denotan diferencias significativas entre especies; simbolos diferentes (*, °, ¥) denotan diferencias
significativas entre tejidos de una misma especie.
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En el elefante marino del norte, el tejido en el que se detecté mayor niimero de compuestos
purinicos fue el misculo (HX, NAD*, AMP, ADP, ATP y GTP), seguido de eritrocitos
(NAD", AMP, ADP, ATP y GTP) y plasma (ADP, GTP, inosina, adenosina y acido trico).
La concentraciéon de NAD" fue significativamente mayor en misculo que en eritrocitos (p=
0.004) (Tabla IV, Fig. 8). No se observaron diferencias significativas en la concentracién
de AMP entre musculo y eritrocitos (p= 0.695) (Tabla IV, Fig. 10). La concentracién de
ADP fue significativamente mayor en musculo que en plasma (p=0.004) y eritrocitos (p=
0.004) (Tabla IV, Fig. 11). De manera similar, la concentracion de ADP fue
significativamente mayor en eritrocitos que en plasma (p<0.001) (Tabla IV, Fig. 11). La
concentracion de ATP fue significativamente mayor en eritrocitos que en mdusculo (p=
0.004) (Tabla IV, Fig. 12). La concentraciéon de GTP fue significativamente mayor en
musculo que en eritrocitos (p= 0.004) y plasma (p=0.004), y en eritrocitos que en plasma

(p<0.001) (Tabla IV, Fig. 14).

7.5.2 Comparacion por tejido entre especies

En eritrocitos, la concentraciéon de HX fue significativamente mayor en cerdo doméstico
que en nutria neotropical (p= 0.004) (Tabla IV, Fig. 7). La concentracion de NAD" fue
significativamente mayor en elefante marino del norte en comparacién con cerdo doméstico
(p<0.001) y nutria neotropical (p=0.004) (Tabla IV, Fig. 8). No se observaron diferencias
significativas en la concentracion de NAD" en eritrocitos entre cerdo doméstico y nutria
neotropical (p= 0.987) (Tabla IV, Fig. 8). La concentracién de IMP fue significativamente
mayor en cerdo doméstico que en nutria neotropical (p= 0.004) (Fig. 9). La concentracion
de AMP fue significativamente mayor en eritrocitos de cerdo doméstico que en nutria
neotropical (p<0.001) y elefante marino del norte (p<0.001) (Tabla IV, Fig. 10). No se
encontraron diferencias significativas en eritrocitos entre nutria neotropical y elefante
marino del norte (p= 0.891) (Tabla IV, Fig. 10). La concentracién de ADP en eritrocitos fue
significativamente mayor en cerdo doméstico que en nutria neotropical (p<0.001) y elefante
marino del norte (p<0.001) (Tabla IV, Fig. 11). No se encontraron diferencias significativas
en la concentracién de ADP en eritrocitos entre nutria neotropical y elefante marino del

norte (p=0.873) (Tabla IV, Fig. 11). La concentracién de ATP en eritrocitos se observéd con
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el siguiente patrén, cerdo doméstico > nutria neotropical > elefante marino del norte; sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las especies estudiadas (p>0.5)
(Tabla IV, Fig. 12). La concentracién de GDP en eritrocitos fue significativamente mayor
en cerdo doméstico que en nutria neotropical (p= 0.037) (Tabla IV, Fig. 13). La
concentracion de GTP fue significativamente mayor en eritrocitos de cerdo doméstico que
de nutria neotropical (p= 0.001) y elefante marino del norte (p<0.001) (Tabla IV, Fig. 14).
No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de GTP entre nutria
neotropical y elefante marino del norte (p= 0.76) (Tabla IV, Fig. 14).

En plasma, la mayoria de los compuestos purinicos detectados en plasma se presentaron en
concentraciones relativamente bajas. No se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de GTP (Tabla IV, Fig. 14) y adenosina (Tabla IV, Fig. 16) en plasma de
elefante marino del norte y nutria neotropical, ni en la concentracién de ADP (Tabla IV,
Fig. 11) en plasma de cerdo doméstico y elefante marino del norte. La concentraciéon de
inosina en plasma fue significativamente mayor en cerdo doméstico que en elefante marino
del norte (p= 0.023) (Tabla IV, Fig. 15). La concentracién de 4cido drico en plasma fue
significativamente mayor en nutria neotropical que en elefante marino del norte (p= 0.004)
(Tabla IV, Fig. 17).

En musculo, no se encontraron diferencias significativas en la concentraciéon de HX entre
cerdo doméstico y elefante marino del norte (p>0.1) (Tabla IV, Fig. 7). Las concentraciones
de NAD" (Tabla IV, Fig. 8), AMP ( Tabla IV, Fig. 10), ADP (Tabla IV, Fig. 11), ATP
(Tabla 1V, Fig. 12) y GTP (Tabla IV, Fig. 14) en misculo fueron significativamente

mayores en cerdo doméstico que en elefante marino del norte (p<0.05).
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Figura 7. Concentracién de hipoxantina (HX, uM mg" proteina) en tejidos de cerdo
doméstico (n= 11), elefante marino del norte (n= 11) y nutria neotropical (n=4). Los datos
se presentan como media + error estdndar. Las letras diferentes (a, b) denotan diferencias
significativas entre especies; los simbolos (*, +, °) denotan diferencias significativas entre
tejidos de una misma especie (p<0.05).
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Figura 8. Concentracién de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*, uM mg™' proteina)
en los tejidos de cerdo doméstico (n= 11), elefante marino del norte (n= 11) y nutria
neotropical (n= 4). Los datos se presentan como media + error estindar. Las letras
diferentes (a, b, c, d) denotan diferencias significativas entre especies; los simbolos (*, +)
denotan diferencias significativas entre tejidos de una misma especie (p<0.05).
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Figura 9. Concentracién de inosina 5’-monofosfato (IMP, uM mg™ proteina) en tejidos de
cerdo doméstico (n= 11) y nutria neotropical (n= 4). Los datos se presentan como media +
error estdndar. Las letras diferentes (a, b) denotan diferencias significativas entre especies;
los simbolos (*, +) denotan diferencias significativas entre tejidos de una misma especie

(p<0.05).
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Figura 10. Concentracién de adenosina 5’-monofosfato (AMP, uM mg"' proteina) en
tejidos de cerdo doméstico (n= 11), elefante marino del norte (n= 11) y nutria neotropical
(n=4). Los datos se presentan como media + error estdndar. Las letras diferentes (a, b, ¢, d)
denotan diferencias significativas entre especies; los simbolos (¥, +, °) denotan diferencias
significativas entre tejidos de una misma especie (p<0.05).
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Figura 11. Concentracién de adenosina 5’-difosfato (ADP, uM mg™' proteina) en tejidos de
cerdo doméstico (n= 11), elefante marino del norte (n= 11) y nutria neotropical (n=4). Los
datos se presentan como media + error estdndar. Las letras diferentes (a, b, ¢, d) denotan
diferencias significativas entre especies; los simbolos (*, +, °) denotan diferencias
significativas entre tejidos de una misma especie (p<0.05).



46

2.0 T T T

o
I
|

ATP (UM mg' proteina)

0.5~ n
b
+ a ERITROCITOS
. #@ MUSCULO
! » o N
(\-Ibé 0\(\0‘ \\OQ\O
b°b° & &
CF} 6‘,8\ \)\‘&@
\'b&e
Q\p

Figura 12. Concentracién de adenosina 5 -trifosfato (ATP, uM mg™' proteina) en tejidos de
cerdo doméstico (n= 11), elefante marino del norte (n= 11) y nutria neotropical (n=4). Los
datos se presentan como media + error estdndar. Las letras diferentes (a, b) denotan
diferencias significativas entre especies; los simbolos (*, +) denotan diferencias
significativas entre tejidos de una misma especie (p<0.05).
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Figura 13. Concentracién de guanosina 5’-difosfato (GDP, uM mg" proteina) en los
tejidos de cerdo doméstico (n= 11) y nutria neotropical (n=4). Los datos se presentan como
media + error estdndar. Las letras diferentes (a, b) denotan diferencias significativas entre
especies; los simbolos (*, +) denotan diferencias significativas entre tejidos de una misma
especie (p<0.05).
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Figura 14. Concentracién de guanosina 5’-trifosfato (GTP, uM mg"' proteina) en los
tejidos de cerdo doméstico (n= 11), elefante marino del norte (n= 11) y nutria neotropical
(n=4). Los datos se presentan como media + error estdndar. Las letras diferentes (a, b, ¢, d)
denotan diferencias significativas entre especies; los simbolos (¥, +, °) denotan diferencias
significativas entre tejidos de una misma especie (p<0.05).
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Figura 15. Concentracion de inosina (UM mg™ proteina) en los tejidos de cerdo doméstico
(n= 11) y elefante marino del norte (n= 11). Los datos se presentan como media + error
estandar. Las letras diferentes (a, b) denotan diferencias significativas entre especies
(p<0.05).
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Figura 16. Concentraciéon de adenosina (UM mg™' proteina) en plasma de elefante marino
del norte (n= 11) y nutria neotropical (n= 4). Los datos se presentan como media + error
estdndar.
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Figura 17. Concentracién de dcido trico (UM mg™ proteina) en plasma de elefante marino
del norte (n= 11) y nutria neotropical (n= 4). Los datos se presentan como media + error
estdndar. Las letras diferentes (a, b) denotan diferencias significativas entre especies
(p<0.05).
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8. DISCUSION
La historia natural de los mamiferos acudticos, semiacudticos y terrestres define el grado de
tolerancia de estos organismos hacia eventos de hipoxia e isquemia. Los mamiferos
acudticos, como el elefante marino del norte, poseen mecanismos cardiovasculares y
fisiol6gicos que les permiten tolerar periodos prolongados de apneas asociadas a buceos y
al suefio (Butler y Jones, 1997; Elsner et al., 1998; Costa, 1999; Ponganis et al., 2011;
Panneton, 2013).

8.1. Hematocrito
El Hct de cerdo doméstico obtenido en este trabajo (35.63 + 2.67%, Fig. 2), coincide con
los valores de referencia reportados para esta especie. En cerdo doméstico recién nacido se
reportan valores de Hct de 39.8 a 40.3%, similares a los de individuos juveniles (seis
meses, 38 a 40%) y adultos (un afio, 40 a 42%) (Miller et al., 1961). El Hct obtenido en
este trabajo para elefante marino del norte de ocho meses de edad (54.63 + 1.58%, Fig. 2)
es consistente con los valores de referencia en juveniles saludables (49 a 69%) muestreados
en temporada reproductiva y de muda (Yochem et al., 2008), en individuos de ocho meses
de edad que regresan de su primer viaje de alimentacién (58.1 + 6.5%) (Thornson y Le
Boeuf, 1994), en individuos de un afio de edad (65.3%) (Hedrick et al., 1986), en crias de
cinco a ocho meses de edad durante periodos de eupnea (53 + 5.0%) y apnea (47 a 67%)
(Stockard et al., 2007), y hembras adulto al inicio (50 a 64%) y al final (57 a 71%) del
ayuno (Castellini y Castellini, 1993). El Hct obtenido en el presente trabajo para la nutria
neotropical fue de 50.25 + 0.62% (Fig. 2). Aunque no hay reportes de Hct de la nutria
neotropical; en adultos de la especie Lutra canadensis (clinicamente saludables) el Hct es
de 20 a 65% (mediana 35%) (Kimber y Kollias, 2005) y en adultos de la especie Lutra
lutra se han reportado valores de Hct de 37.8 a 69.1% (promedio 54.6%) (Ferndndez-
Morén et al., 2001). Por lo tanto, el Hct de nutria neotropical obtenido en el presente
trabajo, se encuentra dentro del rango reportado para adultos de especies congéneres y es,
inclusive, similar al Hct reportado para la nutria marina (Enhydra lutris) de 36.10 a 68.10%
(mediana 56.30%). El Hct en muestras de sangre de nutria neotropical es similar al de

elefante marino del norte en el presente trabajo. Se ha sugerido que los valores de Hct de
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nutria marina son similares a los reportados para pinnipedos y cetidceos (Williams y Pulley,
1983). Se ha reportado que en oso polar (Ursus maritimus), una especie considerada como
mamifero marino por sus hdbitos alimenticios marinos (Ramsay y Hobson, 1991; Iversen et
al., 2013) pero con hédbitos semiacudticos como las nutrias (MacArthur, 1989), el valor de
Hct es mayor en individuos en cautiverio que en individuos de vida libre (Bossart et al.,
2001). Por lo tanto, se sugiere hacer un estudio comparativo del Hct, y en general de la
hematologia, de la nutria neotropical en cautiverio y vida libre.

Los mamiferos acudticos tienen un Hct mayor que el reportado para especies terrestres
(Hedrick et al., 1986), lo cual coincide con los valores de Hct reportados en el presente
trabajo para elefante marino del norte, nutria neotropical y cerdo doméstico (Fig. 2). Los
valores de Hct son variables dependiendo de las condiciones fisioldgicas del animal, si se
encuentran en temporada de muda o reproduccidn, clase de edad, e incluso el mismo
manejo del animal al momento de la toma de muestra (Castellini et al., 2006; Yochem et
al., 2008), y se ha reportado que aumenta durante el ejercicio en caballos de carreras
(Persson et al., 1973). Este aumento se atribuye a la contraccidn del bazo y liberaciéon de
eritrocitos oxigenados (Schagatay et al., 2007). Las focas, y en general los mamiferos
acudticos, tienen un bazo y volumen sanguineo mayores que los mamiferos terrestres
(Fujise et al., 1985; Ponganis et al., 1992; Castellini y Castellini, 1993; Thornson y Le
Boeuf, 1994; Thornton y Hochachka, 2004). En elefante marino del norte el volumen
sanguineo es superior al 20% de su peso corporal, el més alto reportado para un mamifero
(Simpson et al., 1970). Los eritrocitos de mamiferos marinos son mds grandes que los de
mamiferos terrestres, la foca capuchina posee eritrocitos 60% més grandes que el humano
(Reidarson et al., 2000). Cambios en el estado de hidratacién del organismo (deshidratacién
e hiperhidratacion) pueden modificar los fluidos vasculares (Jiménez et al., 1999), y por
ende el Hct. El cerdo doméstico pasa por dos periodos de anemia (Miller et al., 1961); al
nacer, justo después de consumir el calostro (leche materna inicial), el incremento en
proteinas séricas induce un incremento en el volumen de plasma y una disminucién de Hct
de 39 a 40% hasta 30 a 32%. En el segundo periodo anémico, a las cinco o seis semanas de
edad y debido a la disminucién del aporte de hierro (utilizado en la biosintesis de Hb) por la

transicién de leche materna a alimento de granja, los valores de Hct del cerdo doméstico
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disminuyen hasta 30.4 a 31.2%. Sin embargo, aproximadamente una semana después, el
Hct regresa a sus valores iniciales (aproximadamente 38%) debido al proceso de
eritropoiesis y por la accién de la eritropoietina que se produce en el rifién (Jacobsen et al.,
1956). Durante el periodo de ayuno post-destete en crias de elefantes marinos, el Hct puede
incrementar de 51% justo después del destete, hasta 58.1% cuando regresan a la colonia

después de su primer viaje de alimentacién (Thornson y Le Boeuf, 1994).

8.2. Actividad enzimatica
8.2.1. Purina nucledsido fosforilasa (PNP,E.C.2.4.2.1)

La actividad de PNP en eritrocitos de cerdo doméstico en el presente estudio (mediana
29.12 U mg"' proteina) (Tabla III, Fig. 3), concuerda con lo reportado previamente en
eritrocitos de cerdo doméstico y de otros mamiferos terrestres. La actividad de PNP en
eritrocitos de cerdo doméstico se ha reportado de 80 a 110 U mL" de eritrocitos, en
humano de 87 a 112 U mL"' de eritrocitos, siendo mayores que aquellas reportadas para
conejos (60 U mL™" de eritrocitos) y pollos (10 U mL" de eritrocitos) (Sandberg et al.,
1955). La mayor actividad de PNP en eritrocitos de cerdo doméstico que de elefante marino
del norte en el presente estudio concuerda con una mayor actividad de PNP reportada en
eritrocitos de mamifero terrestre (humano) que en mamiferos acudticos (tonina, Tursiops
truncatus) (la actividad de PNP de tonina es 7.4% de aquella detectada en humano) (Craik
et al., 1997), y que la reportada por Lopez-Cruz et al. (2014) es 1821 + 425 U mg"
protefna en humano vs. 11.83 + 4.82 U mg"' protefna en tonina. La actividad de PNP en
musculo (Tabla III, Fig. 3) fue mayor en muestras de cerdo doméstico que de elefante
marino del norte, en cerdo doméstico fue menor que la observada en eritrocitos, mientras
que en elefante marino del norte, la actividad de PNP fue mayor en misculo que en
eritrocitos. En musculo esquelético de humano se ha reportado que la actividad de PNP es
de 2552 + 328 nmol g proteina min™ (Schopf et al., 1986). No hay reportes de la actividad
de PNP en musculo de las tres especies analizadas en el presente trabajo.

La actividad de PNP en plasma de cerdo doméstico y elefante marino del norte, siguiendo
el protocolo de Chu et al. (1989), estuvo por debajo del limite de deteccion; en plasma de

nutria neotropical la actividad de PNP fue de 0.105 U mg"' proteina, menor que lo obtenido
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en eritrocitos y musculo de cerdo doméstico y elefante marino del norte (Tabla III, Fig. 3).
Dado que la actividad de PNP en plasma es relativamente baja, se sugiere utilizar un
método mds sensible, como cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Utilizando
HPLC en plasma de humano, la actividad de PNP se reporta en 3.26 + 1.63 nmol mL™" min™
(Yamamoto et al., 1995) y 32 + 1.4 U L' (Roberts et al., 2004). Se ha sugerido que la
actividad de PNP en plasma estd asociada a procesos patoldgicos intracelulares que
incrementan la degradacion de purinas; en individuos con asma la actividad de PNP es 6.69
+ 3.92 nmol mL"' min'(Yamamoto et al., 1995) y en individuos con cdncer es 12.3 + 7.4 U

L' (Roberts et al., 2004).

8.2.2. Xantina oxidasa (XO,E.C.1.17.3.2)
En eritrocitos de las tres especies (cerdo doméstico, nutria neotropical y elefante marino del
norte) analizadas en el presente estudio, la actividad de XO estuvo por debajo del limite de
deteccion. De manera general, la sangre es la principal reserva de oxigeno en los fécidos,
ya que contiene aproximadamente 65% del total de oxigeno disponible unido a la Hb,
seguido del musculo con 30% de oxigeno unido a la Mb (Thornson y Le Boeuf, 1994). Se
ha reportado que la foca comin (Kodama et al., 1977; Burns et al., 2004), el elefante
marino del sur (Bryden y Lim, 1972) y el elefante marino del norte (Thornson y Le Boeuf,
1994) incrementan su volumen sanguineo durante el periodo de ayuno post-destete y
durante su primer viaje de alimentacion. Al término del ayuno, el elefante marino del norte
tiene reservas de oxigeno similares a las de adultos (66%) (Thornson, 1993). La mayor
parte del hierro (>80%) en el organismo, esta unido a la Hb de la sangre, por lo tanto,
cambios en los niveles de eritrocitos pueden alterar la cantidad de hierro disponible (Van
Eijk y De Jong, 1992). Los mamiferos que bucean tienen mayor concentraciéon de Hb y Mb
y mayor volumen sanguineo que los mamiferos terrestres (Thornson y Le Boeuf, 1994); por
lo tanto, se espera que la concentracidn de hierro disponible sea mayor en elefante marino
del norte que en nutria neotropical y en cerdo doméstico. El hierro del grupo hemo de la Hb
suprime a los compuestos fluorescentes, como el Amplex®Red utilizado en este estudio,
evitando la formacién de la resorufina e interfiriendo con la deteccidn de la actividad de

XO (Molecular Probes, comunicacidn personal). Una alternativa para analizar la actividad
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de XO en eritrocitos es medir la tasa de formacién del 4cido drico a 295 nm (Kooij et al.,
1994).

En musculo, la actividad de XO de elefante marino del norte (mediana 0.060 mU mg'1
proteina) fue mayor que la de cerdo doméstico (mediana 0.052 mU mg" proteina). La
actividad de XO en musculo de cerdo doméstico y elefante marino del norte fue mayor a la
reportada en plasma de ambas especies (Tabla III, Fig. 4). Las actividades enzimadticas
detectadas en plasma son resultado del incremento de expresion protéica y actividad a nivel
intracelular (Yamamoto et al., 1995; Sonanez-Organis et al., 2012). No se conocen reportes
de la actividad de XO en miusculo de las especies analizadas en este trabajo; sin embargo,
se ha reportado la presencia de XO en miusculo esquelético de humano (Hellsten et al.,
1997) y de rata (3.22 mU g de tejido) (Judge y Dodd, 2004). Se sugiere que la actividad de
XO incrementa como resultado del ejercicio intenso.

La actividad de XO en plasma de elefante marino del norte en el presente trabajo es similar
a lo reportado por Vazquez-Medina et al. (2011) (1.5 mU mL"). En elefante marino del
norte se reporta un incremento de la actividad de XO en respuesta a las apneas del suefio
(1.4 mU mL") y del buceo (1.6 mU mL") (Vdzquez-Medina et al., 2011). La actividad de
XO en plasma de elefante marino del norte en este trabajo fue mayor a lo reportado por
Viézquez-Medina et al. (2011). Es posible que esta diferencia se deba a que los individuos
muestreados en el presente trabajo tenian ocho meses de edad y regresaban de su primer
viaje de alimentacién y buceo y eran, por lo tanto, individuos de mayor tamafio y con
mayor capacidad de buceo (10 a 15 minutos para individuos de elefante marino del norte de
ocho meses de edad; Thornson y Le Boeuf, 1994) en comparacion con las crias (seis
minutos para crias de 10 a 11 semanas de edad; Thornson y Le Boeuf, 1994) como las
reportadas por Vazquez-Medina et al. (2011). Sofianez-Organis et al. (2012) reportan un
incremento significativo en la actividad de XO en plasma de elefante marino del norte a lo
largo de siete semanas de ayuno post-destete, y lo relacionan con un aumento en la
degradacion de ATP durante la ausencia de alimento y las condiciones hipdxicas asociadas
a la apnea del sueno. El ayuno post-destete de los elefantes marinos del norte se caracteriza

por la falta de ingesta de alimento y por el incremento en el nimero y duracién de las
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apneas del suefio, que normalmente duran de 8 a 12 min (Blackwell y Le Boeuf, 1993;
Castellini et al., 1994).

La actividad de enzimas catabdlicas como PNP y XO en plasma tanto de mamiferos
acudticos como terrestres aumenta durante procesos como hipoxia, isquemia y ayuno que
provocan degradacion de nucledtidos (Yamamoto et al., 1995; Roberts et al., 2004;

Sofianez-Organis et al., 2012).

8.2.3. Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT, E.C. 2.4.2.8)

La actividad de HGPRT en eritrocitos y plasma de cerdo doméstico (1.31 nmol mg’
protefna h”' y 0.026 nmol mg™' protefna h™', respectivamente) fue mayor a las actividades en
eritrocitos y plasma de elefante marino del norte (0.035 nmol mg™' proteina h”' y 0.015 nmol
mg"' protefna h', respectivamente) y en eritrocitos y plasma de nutria neotropical (0.039
nmol mg™' proteina h™ y 0.013 nmol mg™' proteina h', respectivamente) (Tabla III, Fig. 5).
El 90% de las purinas libres (como la HX y guanina) son recicladas en humanos (Stout y
Caskey, 1985). La actividad de HGPRT en eritrocitos de humano se ha reportado de 69 a
96 U mg' proteina (Elder y Johnson, 1983), mayor que en caballo, perro y rata (Tax et al.,
1976). Se sugiere que la mayor actividad de HGPRT en humano que en caballo, perro y
rata estd asociada a una eficiente capacidad de reciclado de purinas en los eritrocitos.

Es posible que, con base en la menor actividad circulante de HGPRT en elefante marino del
norte y nutria neotropical que en cerdo doméstico (este estudio), la capacidad de reciclado
de purinas en mamiferos acudticos y semiacudticos sea menor que en mamiferos terrestres.
La actividad de HGPRT en plasma de elefante marino del norte a los ocho meses de edad
(este estudio) es menor que en crias de 10 a 11 semanas de edad (Sofianez-Organis et al.,
2012). Durante el ayuno post-destete aumenta la actividad de HGPRT en plasma de
elefante marino del norte (5.5 pmol uL"' de plasma min™ al inicio del ayuno, a 9 pmol L™
de plasma min™ a las siete semanas después del destete), sugiriendo que en este periodo hay
aumento en la degradacion de nucledtidos y en el reciclado de purinas (Sonanez-Organis et
al.,2012). En elefantes marinos, la capacidad aerobia, la capacidad de buceo y la duracién
de las apneas del suefio incrementan con la masa corporal y con la edad (Blackwell y Le

Boeuf, 1993; Thornson y Le Boeuf, 1994; Schreer y Kovacs, 1996; Irvine et al., 2000;
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Burns et al., 2005). Se recomienda un estudio mas detallado de la actividad de HGPRT en
mamiferos acudticos, semiacudticos y terrestres para evaluar posibles diferencias por edad,
en respuesta a retos (como el ayuno, la muda o apneas del buceo), y bajo condiciones

fisiopatoldgicas que inducen isquemia e hipoxia.

8.2.4. Inosina 5’-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH, E.C. 1.1.1.205)
En el presente estudio, la actividad de IMPDH en eritrocitos de cerdo doméstico (mediana
37.24 nmol mg" protefna h™'), fue mayor que en nutria neotropical (mediana 36.92 nmol
mg"' proteina h”', NS) y elefante marino del norte (mediana 14.06 nmol mg™' proteina h™', p=
0.011) (Tabla III, Fig. 6). No se tiene conocimiento de otros reportes de la actividad de
IMPDH en las tres especies analizadas en este trabajo. En eritrocitos de humano, la
actividad de IMPDH es 85 pmol mg™' proteina h” en individuos sanos, y en individuos con
desérdenes del metabolismo de purinas (deficiencia de HGPRT y PNP) aumenta a 234

pmol mg™' proteina h™ y 126 pmol mg™ proteina h™', respectivamente (Montero et al., 1995).

8.3. Concentracion de nucledtidos y metabolitos purinicos
En cerdo doméstico se detectaron ocho metabolitos y nucleétidos, asi como NAD™ (Tabla
IV, Fig. 7-15). Los metabolitos HX e inosina y nucledtidos como AMP, ADP y GDP
detectados en plasma de cerdo doméstico generalmente se asocian a la degradacién de
purinas (Grum et al., 1985). En eritrocitos y musculo de cerdo doméstico se detectaron
metabolitos de degradacion como HX e inosina, asi como nucleétidos (IMP, AMP, ADP,
ATP, GDP y GTP). Lo anterior coincide con lo reportado para eritrocitos de humano (HX,
284 pM; inosina, 85 uM; IMP, 100 uM; AMP, 12-247 pM; ATP, 1500-1800 puM),
eritrocitos de conejo (HX, 13 pM; inosina, 2.5 uM; IMP, 50 uM; AMP, 40 uM; ATP, 1395
uM) y corazén e higado de rata (HX, 138 uM; inosina, 0.2 uM; IMP, 10-114 uM; AMP,
6.8-450 uM; ATP, 2700-5100 uM) (Traut, 1994). La concentracién de IMP y NAD" que se
detecté en misculo de cerdo doméstico, fue mayor a la de eritrocitos (en el presente
estudio). En los tejidos analizados de elefante marino del norte se detectaron ocho
metabolitos y nucledtidos, asi como NAD* (Tabla IV, Figs. 7,8, 10 a 12, 14 a 17), mientras

que en eritrocitos de nutria neotropical se detectaron nueve metabolitos y nucledtidos,
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ademds de NAD" (Tabla IV, Figs. 7 a 14, 16 y 17). Las concentraciones de bases y
nucleétidos obtenidas en plasma de cerdo doméstico (HX, 1.463 uM mg™" proteina; IMP,
ND; ADP, 0.010uM mg'1 proteina; GTP, ND), nutria neotropical (HX, ND; IMP, ND;
ADP, ND; ATP, ND; GTP, 0.001 uM mg™' proteina) y elefante marino del norte (HX, ND;
ADP, 0012 uM mg" proteina; GTP, 0.002 uM mg' proteina), son menores que en
eritrocitos de cerdo doméstico (HX, 0.362 uM mg™' protefna; IMP, 1.034 uM mg™' proteina;
ADP, 1.344 uM mg"' protefna; GTP, 0.175 uM mg"' protefna), nutria neotropical (HX,
0.113 uM mg" proteina; IMP, 0.100 uM mg"' protefna; ADP, 0.406 uM mg' proteina;
GTP, 0.072 uM mg"' proteina) y elefante marino del norte (HX, ND; ADP, 0.329 uM mg"'
proteina; GTP, 0.046 uM mg™' protefna) y éstas a su vez, son menores que en musculo de
cerdo doméstico (HX, 6.163 uM mg™' proteina; IMP, 70.394 uM mg"' proteina; ADP, 6.458
uM mg' proteina; GTP, 0.550 uM mg™ proteina) y elefante marino del norte (HX, 2.839
uM mg' proteina; ADP, 4434 uM mg" proteina; GTP, 0.184 uM mg"' proteina) (en el
presente estudio).

Las bases y nucledsidos (HX, guanosina, adenosina e inosina) en plasma y otros fluidos
extracelulares (humano, conejo y rata) se pueden encontrar en rangos de 0.4 a 6 uM, y
usualmente son menores que las concentraciones intracelulares (en eritrocitos, placenta,
higado, corazén) (Traut, 1994). En plasma de elefante marino del norte y de nutria
neotropical, a diferencia del cerdo doméstico, se detectd 4cido trico. Se ha reportado que el
dcido drico puede actuar como antioxidante (Ames et al., 1981; Hellsten et al., 1997) y/o
como neuroprotector (Proctor, 2008; Alvarez-Lario y Macarrén-Vicente, 2010). Esta
concentracion de 4cido urico coincide con la actividad de XO detectada en plasma de
elefante marino del norte (en el presente estudio). Es posible que el dcido drico en plasma
de elefante marino del norte y nutria neotropical contribuya a los mecanismos que permiten
a los mamiferos acudticos y semiacudticos tolerar los eventos de hipoxia e isquemia
resultado de las apneas del suefio y buceo.

Durante procesos de hipoxia en humanos enfermos de céncer, citrosis, pneumonia, entre
otras, hay un aumento en la degradacién intracelular de ATP; las bases purinicas
(adenosina, inosina, HX, xantina) generadas atraviesan la membrana celular y, por lo tanto,

se acumulan en plasma y pueden servir como marcadores bioquimicos de degradacién de
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ATP (Grum et al., 1985; Traut, 1994). Es posible que la mayor actividad de PNP en
eritrocitos de cerdo doméstico que en elefante marino del norte y nutria neotropical, se deba
a una alta permeabilidad de los eritrocitos a la inosina (utilizada como sustrato por la PNP)
(Duhm, 1974); ello, ademads, podria sugerir que los eritrocitos de cerdo doméstico dependen
de inosina como fuente de energia metabdlica (en forma de 2,3-difosfoglicerato), ya que
son incapaces de metabolizar glucosa (Sandberg et al., 1955; Duhm, 1974; Jarvis et al.,
1980). Por el contrario, la menor actividad de PNP en eritrocitos de elefante marino del
norte puede ser resultado de una alta permeabilidad a D-glucosa, lo que sugeriria que, al
contrario del cerdo doméstico, esta especie s6lo depende parcialmente de la inosina como
sustrato generador de energia (Craik et al., 1997).

La enzima HGPRT contribuye al reciclado de purinas a partir de HX y guanina (Stout y
Caskey, 1985). La mayor concentracion de HX (producto de la actividad de PNP) en
respuesta a isquemia experimental en corazén y rifién de cerdo doméstico en comparacién
con aquellos de foca anillada (Phoca hispida) sugieren una mayor degradaciéon de ATP en
el primero (Elsner et al., 1998). Esto coincide con una mayor concentracién de HX (Tabla
IV, Fig. 7) y mayor actividad de HGPRT (Tabla III, Fig. 5) en cerdo doméstico que en
elefante marino del norte.

La actividad de HGPRT se acopla con la actividad de XO (que convierte HX a X) y la
concentracion de HX en plasma y eritrocitos de cerdo doméstico en este trabajo, sugiriendo
la capacidad para generar energia y, simultdneamente, evitar la produccién de radicales
libres (Elsner et al., 1998; Vazquez-Medina et al., 2006; Vazquez-Medina et al., 2011). Se
ha reportado que en foca anillada hay mayor acumulacion de radical O,* (subproducto de
la actividad de la enzima XO) que en cerdo doméstico. Se ha sugerido que la mayor
acumulacién de radical O, posiblemente provoca una respuesta adaptativa a la hipoxia en
focas, incrementando su capacidad antioxidante (Zenteno-Savin et al., 2002). Esto es
consistente con la mayor actividad de XO en plasma y musculo de elefante marino del

norte que de cerdo doméstico, obtenidas en el presente estudio.

En mudsculo esquelético de humano, aunque ocurre degradacién de inosina a HX por la

accion de la PNP (Schopf et al., 1986), existe otra via de conversion de IMP a AMP por
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enzimas como la adenilosuccinato sintetasa (ADSS) y la adenilosuccinato liasa (ADSL),
que se acoplan con la enzima AMP deaminasa (que convierte AMP a IMP) y cuya
actividad es dominante en musculo esquelético, en comparacién con la 5’-nucleotidasa que
degrada IMP a inosina. La actividad dominante de la enzima AMP deaminasa en musculo,
puede resultar en una gran acumulacién de IMP en dicho tejido (Brault y Terjung, 2001).
Esto no sélo es consistente con la mayor concentraciéon de IMP obtenida en musculo de
cerdo doméstico en el presente estudio, sino quela menor actividad de PNP en musculo de
cerdo doméstico y elefante marino del norte en comparacién con eritrocitos, posiblemente
sea resultado de la poca disponibilidad de los sustratos, inosina y adenosina (Schopf et al.,
1986; Brault y Terjung, 2001). Los nucledsidos como adenosina e inosina y bases como la
HX pueden cruzar las membranas celulares, favoreciendo la disminuciéon de sus
concentraciones en miocitos (Brault y Terjung, 2001). Esto es consistente con la menor
concentracion de inosina y adenosina detectada en musculo de cerdo doméstico y elefante
marino del norte, en comparaciéon con la obtenida en plasma (el presente estudio). La
movilidad de inosina y la HX a través de membranas celulares aumenta durante procesos de
degradacion de nucledtidos, como ocurre durante el ejercicio intenso y procesos de
isquemia en humanos (Hellsten ez al., 1999; Stathis et al., 1999).

La sintesis de nucledtidos de guaninas (GMP, GDP y GTP) es esencial para el
mantenimiento del crecimiento y la funcién celular, asi como para la transformacion celular
y respuestas inmunes de los organismos. La actividad de la enzima IMPDH controla la
sintesis de novo de los nucleétidos de guanina (Zimmermann et al., 1998). La actividad de
IMPDH en eritrocitos de cerdo doméstico y nutria neotropical es consistente con la mayor
concentracion de GDP y GTP detectada en eritrocitos en dichas especies, mientras que en
eritrocitos de elefante marino del norte, la menor actividad de IMPDH es consistente con la
menor concentracién de GDP y GTP (el presente estudio).

El NAD"es utilizado como cofactor por la enzima IMPDH (Sintchak y Nimmesgern, 2000).
La menor concentracion de NAD" detectada en eritrocitos de cerdo doméstico (mediana
0.023 uM) y nutria neotropical (mediana 0.025 uM), coincide con la mayor actividad de la
IMPDH, mientras que la mayor concentraciéon de NAD" (mediana 0.062 uM) detectada en
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eritrocitos de elefante marino del norte, es consistente con la menor actividad de dicha
enzima.

Es posible que la actividad de HGPRT e IMPDH, asi como las concentraciones de los
nucleétidos, nucledsidos y bases purinicas en tejidos de elefante marino del norte, nutria
neotropical y cerdo doméstico en el presente trabajo, estén relacionadas con el tipo de
alimentacién. Se ha reportado en humano una relaciéon entre la cantidad de purinas
exdgenas obtenidas a través de la dieta y la sintesis de purinas (Cosgrove, 1998; Carver,
1999), sugiriendo que las purinas exdgenas pueden ser incorporadas a los tejidos (en edades
tempranas y/o condiciones de ayuno) o disminuir el costo energético de la sintesis de novo
(Sonoda y Tatibana, 1978; Carver, 1999). Los individuos de cerdo doméstico y nutria
neotropical analizados en el presente estudio son animales en cautiverio, con dietas
controladas. El cerdo doméstico es un animal omnivoro que puede alimentarse de
diferentes productos y subproductos de origen vegetal y animal, y puede ser explotado en
forma tradicional con recursos limitados (dieta casera) o en forma intensiva, combinando
técnicas de alimentacién que permiten mejorar la calidad de su carne (Benitez-Ortiz y
Séanchez, 2001). La nutria neotropical muestreada en este trabajo es alimentada con una
dieta en la que predomina la proteina de origen animal (pescado, pollo y Mazuri® -
alimento para animales exdticos con alto contenido de aminodcidos) (de la Rosa, A.,
comunicacion personal) y, por lo tanto, con un alto contenido de purinas.

Los mamiferos acudticos cuentan con mecanismos fisiolégicos y anatémicos que les
permiten tolerar periodos de apnea, isquemia e hipoxia asociados al buceo (Elsner, 1999;
Panneton, 2013). Se esperaba encontrar mayor actividad de HGPRT en mamiferos que
bucean que en mamiferos terrestres (Elsner et al., 1998). En este estudio, la actividad de la
enzima HGPRT en el mamifero acudtico (elefante marino del norte) fue menor que en el
mamifero terrestre (cerdo doméstico). Los elefantes marinos del norte analizados en este
trabajo eran individuos de ocho meses de edad, que regresaron a su colonia a descansar y
ayunar durante el otoflo, después de su primer viaje de alimentacion. Los cerdos domésticos
y nutrias neotropicales incluidos en este estudio eran adultos, con una dieta controlada y
con alto contenido protéico. Es posible que, ya que existe un desarrollo postnatal del buceo

en mamiferos acudticos (Thornson y Le Boeuf, 1994), las diferencias en edad y dieta entre
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las especies de mamifero acudtico, semiacudtico y terrestre en este estudio hayan
enmascarado posibles diferencias en la actividad de HGPRT y los metabolitos de las
purinas asociados al buceo. Ademds, es importante integrar varios de los componentes
enzimdticos y sus metabolitos para lograr una mejor interpretacion del mecanismo de
accion del metabolismo de purinas en mamiferos acudticos. Por lo tanto, de acuerdo a los
resultados especificos de este trabajo no se puede concluir que el sistema de reciclado de
purinas en mamiferos que bucean sea menos eficiente que el de mamiferos terrestres. Se
sugiere que las actividades de las enzimas PNP y HGPRT pueden acoplarse de tal manera
que, en eritrocitos de cerdo doméstico, un aumento en la actividad de PNP puede producir
una mayor concentraciéon de HX que es reutilizada por la HGPRT para regenerar IMP. En
condiciones basales (en reposo), lo anterior puede implicar un menor gasto energético para
el cerdo doméstico. En elefante marino del norte, a los ocho meses de edad, los individuos
ya cuentan con una tasa metabdlica, reservas de oxigeno (Hb y Mb) y capacidad de buceo
similar a los adultos (Thornson y Le Boeuf, 1994; Le Boeuf et al., 1996; Irvine et al.,
2000). Esto probablemente se refleje en la atenuacién de algunas de las vias de sintesis,
degradacion y reciclado de purinas en mamiferos que bucean (elefante marino del norte) en
condiciones basales (en reposo, sin buceo, sin apnea del suefio). Las apneas asociadas a los
buceos y al suefio, asi como el ayuno que experimentan después del destete y cuando salen
a tierra, pueden influir en las actividades de algunas enzimas (XO y HGPRT) y la
concentracion de bases, nucledsidos y nucleétidos (HX, xantina, ATP) del metabolismo de
purinas (Vazquez-Medina et al., 2011; Sofianez-Organis et al., 2012). Por lo tanto, se
sugiere ampliar los estudios para incluir aspectos de la historia natural de las tres especies,

como ayuno, muda, ejercicio y buceo.
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9. CONCLUSIONES

Existen diferencias significativas entre especies en las actividades enzimadticas (XO
y HGPRT) y la concentracién de metabolitos y nucleétidos intracelulares (eritrocitos y
musculo) y en circulacién (plasma); estas diferencias, al parecer, son resultado de la
capacidad fisioldgica que presenta cada especie para tolerar procesos de hipoxia-isquemia,
propios de su historia natural.

La actividad de IMPDH fue mayor en eritrocitos de cerdo doméstico y nutria
neotropical en comparacién con elefante marino del norte. Ello sugiere que, en los
mamiferos terrestres y semiacudticos, la via de la sintesis de novo de guaninas es mds activa
en condiciones basales (en reposo), respecto a los mamiferos acuaticos.

La actividad de HGPRT fue mayor en cerdo doméstico en comparacién con nutria
neotropical y elefante marino del norte. Esto sugiere que el sistema de reciclado de purinas
es mds activo en mamiferos terrestres que en mamiferos acudticos y semiacudticos.

La actividad de HGPRT en conjunto con la actividad de XO y la concentracién de
HX en cerdo doméstico, sugiere que esta especie tiene capacidad para generar energia y,
simultdneamente, evitar la produccién de radicales libres.

La actividad de HGPRT en conjunto con la actividad de PNP en cerdo doméstico,
sugieren la capacidad para regenerar energia a partir de bases preformadas producto del
catabolismo de purinas.

Es probable que la actividad de HGPRT detectada en elefante marino del norte, sea
un reflejo de sus reservas de oxigeno y capacidad de buceo, las cuales permiten una mejor
utilizacion del oxigeno disponible durante los ciclos de buceos y apneas asociadas al suefio.

Es posible que el dcido drico en plasma de elefante marino del norte y nutria
neotropical contribuya a los mecanismos que permiten a los mamiferos acudticos y
semiacudticos tolerar los eventos de hipoxia e isquemia resultado de las apneas del suefio y

del buceo.
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10. RECOMENDACIONES

Considerar los tiempos de colecta, conservacion y andlisis de las muestras, para
evitar degradacion de metabolitos y nucleétidos por congelacion.

Ampliar el tamafio de muestra de nutria de rio, e incluso analizar sangre de
individuos silvestres, con la finalidad de explorar si existen diferencias metabdlicas entre
vida libre y cautiverio.

Analizar metabolitos de degradacién, como HX, X, 4cido drico y alantoina; y las
enzimas catabdlicas que los utilizan como sustrato (HGPRT y XO), antes y después de
apneas del buceo y del suefio, entre apneas y eupneas durante su estancia en tierra y durante
buceos voluntarios, y entre crias después del destete y juveniles de ocho meses de edad.

Incluir el andlisis de las enzimas adenosina deaminasa y AMP deaminasa (AMPD),
encargadas de producir IMP e inosina, respectivamente.

Analizar la actividad de las enzimas adenilosuccinato sintetasa y adenilosuccinato
liasa que limitan la sintesis de novo de los nucledtidos de adeninas.

Analizar la actividad de la enzima urato oxidasa que cataliza la conversién de 4cido

urico a alantoina (producto final del catabolismo de purinas las tres especies analizadas).
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