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RESUMEN

El tiburon mako es considerado una de las especies més activas y veloces (Fischer et al.,
1995). La calidad de su carne hace que sea una especie importante para las pesquerias de
palangres (Fischer ef al., 1995). Por su baja fecundidad y lento crecimiento el tiburén mako
es considerado como un recurso vulnerable, susceptible a la explotacion y de lenta
recuperacion de las poblaciones (Stevens et al., 2000). Se considera que un cambio en el
tamafio de la poblacion, en su distribucion o en su ciclo de vida puede afectar a la
comunidad marina (Cortes, 1999; Stevens et al., 2000). Al igual que otros animales, el
tiburén mako se ve expuesto a la contaminacion en el ambiente marino. Los contaminantes
son de gran importancia en ecosistemas acuaticos, no solo por su toxicidad, sino también
por su tendencia a acumularse a lo largo de la cadena alimenticia (Marcotrigiano y Storelli,
2003). Los elementos traza se pueden encontrar en aguas superficiales en sus formas
ionicas estables o bien reaccionar con otros iones, para formar compuestos que en
ocasiones pueden ser toxicos; algunos estdn implicados en las reacciones de transferencia
electronica en las que el oxigeno esta presente, lo que favorece la formacion de oxiradicales
toxicos (Konisgberg, 2008). El objetivo de este estudio fue determinar el estrés oxidativo
asociado a elementos traza como plomo (Pb), cadmio (Cd), mercurio (Hg) y arsénico (As)
en diferentes tejidos del tiburon mako. En muestras de musculo, higado y rifion del tiburén
mako se determino la concentracion de Pb, Cd, Hg y As por medio de espectrofotometria
de absorcion atémica (Loon, 1985). Se determiné la produccion de radical superoxido (O;7)
como un indicador de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), los niveles de
peroxidacion de lipidos (TBARS) y proteinas carboniladas como indicador del dafo
oxidativo y la actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutation-S-transferasa
(GST) como indicador de las defensas antioxidantes (Lopez, 2007). Se encontr6é que de los
20 organismos muestreados, 11 eran hembras y 9 machos, todos juveniles; en los que s6lo
se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en las concentraciones de Cd, Hg y As
entre tejidos o entre sexos para cada tejido; no se encontraron diferencias significativas
(p>0.05) en la produccion de O,". Se observo el mayor daiio oxidativo en el higado de los
tiburones encontrando diferencias significativas (p<0.05) también entre sexos. De manera
general, la actividad de las enzimas antioxidantes fue mayor en higado y rifion, encontrando
diferencias significativas entre hembras y machos. Se encontraron correlaciones
significativas (p<0.05) entre la actividad de GPx y la concentracion de Pb, Cd y As, y entre
la actividad de CAT y SOD y As en musculo de tiburén mako. Se encontrd una relacion
entre la concentracion de As y la actividad de GR en el higado. Los resultados obtenidos
pueden deberse a la dieta, edad y fisiologia de los organismos; también a sus habitos, a la
composicion de los tejidos estudiados y las caracteristicas propias de los elementos traza.

Palabras clave: tiburon mako, estrés oxidativo, elementos traza.



ABSTRACT

The mako shark is considered one of the most active and fast sharks (Fischer et al., 1995).
The quality of its meat makes it important for longline fisheries (Fischer et al., 1995). Due
to its low fecundity and slow growth, the mako shark is considered vulnerable, susceptible
to exploitation and with slow population recovery (Stevens et al., 2000). A change in
population size, in distribution or in their life cycle may affect the marine community
(Cortes, 1999, Stevens et al., 2000). Like other animals, mako sharks are exposed to
pollution in the marine environment; contaminants are of great importance in aquatic
ecosystems, not only due to their toxicity, but also to their tendency to accumulate along
the food chain (Marcotrigiano and Storelli , 2003). The trace elements are found in surface
waters in their ionic form, stable or reacting with other ions to form compounds that can
sometimes be toxic. Some trace elements are involved in electron transfer reactions in
which oxygen is present, which favours the formation of toxic oxiradicals (Konisgberg,
2008). The aim of this study was to determine the oxidative stress associated with trace
elements, such as lead (Pb), cadmium (Cd), mercury (Hg) and arsenic (As) in different
tissues of the mako shark. The concentration of Pb, Cd, Hg and As was determined by
atomic absorption spectrophotometry (Loon, 1985). The production of superoxide radical
(Oy7) was determined as an indicator of the production of reactive oxygen species (ROS),
the levels of lipid peroxidation (TBARS) and protein carbonyls were quantified as
indicators of oxidative damage and the activity of antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase
(GR) and glutathione-S-transferase (GST) was assessed as an indicator of the antioxidant
defenses (Lopez, 2007). It was found that of the 20 organisms sampled, 11 were females
and 9 males, all juveniles, in which only significant differences (p<0.05) in Cd, Hg and As
concentrations were found between tissues or between sexes for each tissue, no significant
differences (p>0.05) in the production of O, were found. The greatest oxidative damage
was found that the greatest damage is found mainly in the liver; significant differences in
oxidative damage (p<0.05) were also found between sexes. Generally, the antioxidant
enzyme activity was higher in liver and kidney, with significant differences found between
males and females. Significant correlations were found (p<0.05) between GPx activity and
the concentration of Pb, Cd and As, and between the CAT and SOD activity and As levels
in muscle of mako shark. In liver the concentration of As was found to correlate to the
enzymatic activity of GR. These results may be due to the mako shark’s diet, age and
physiology of organisms, but also to their habits, the composition of the tissues studied and
the characteristics of the trace elements.

Keywords: mako shark, oxidative stress, trace elements.
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Estrés oxidativo y Elementos traza en Tiburén Mako

INTRODUCCION

Los peces cartilaginosos que pertenecen a la Clase Chondrichthyes son el grupo
mas antiguo de sobrevivientes de vertebrados con mandibula. Son un grupo de gran
tamafio y diversidad que incluye aproximadamente entre 900 y 1100 especies de
tiburones, rayas y quimeras (Wourms & Demski, 1993). La Subclase dominante
corresponde a los Elasmobranchii, que incluye a los tiburones y rayas. Existen alrededor
de 375 a 500 especies de tiburones asignados a 8 Ordenes. Los principales 6rdenes son
Carcharhiniformes que abarca 56% de las especies de tiburones existentes,
Squaliformes agrupa 23% de especies, Orectolobiformes con 8% y Lamniformes con un
4% de las especies de tiburones existentes (Compagno, 1990).

El tiburén mako, también conocido como marrajo (Isurus oxyrinchus) es una
especie que pertenece a la familia Lamnidae, que estd constituida por 3 géneros y 5
especies (Carcharodon carcharias, Isurus paucus, I. oxyrinchus; Lamna nasus y L.
ditropis). La distribucion de estas especies abarca desde aguas tropicales a aguas frias,
litorales y epipelagicas (Compagno, 1984). Isurus oxyrinchus es una especie litoral y
epipelagica que puede acercarse a pocos metros de la costa y se ha registrado que su
ocurrencia mas frecuente es en masas de agua cercanas a los 16°C. Su reproduccion es
ovovivipara, con registro de canibalismo y con un nimero de crias por camada entre 4 y
16. Su alimentacion se basa en peces pelagicos pequefios (jureles, sardinas, anchovetas)
y grandes peldgicos (pez espada, atlines y otros tiburones) (Compagno, 1984). Es fauna
acompafiante de la pesqueria del pez espada en la costa del Atlantico norte y el
Mediterraneo (Buencuerpo et al., 1998). Es, probablemente, la especie de tiburon mas
activa y veloz, caracteristica por su capacidad de saltar fuera del agua, especialmente

cuando se encuentra enganchada en un anzuelo (Fischer ef al., 1995).
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La madurez reproductiva de la especie ha sido descrita en el rango de 195 a 284
cm para machos, mientras que las hembras maduran en el rango de 280 a 394 cm. El
tamafio de nacimiento de la cria se ha registrado entre 60 y 70 cm (Stevens, 1983). La
edad de madurez sexual para machos ha sido estimada entre 2 y 3 afios (Pratt & Casey,
1983), menor a la estimacion para Lamna nasus, que es de 5 afos (Paust & Smith,
1986) y para Carcharodon carcharias en el rango de edad entre 8 y 10 afios (Wintner &
Cliff, 1999). La edad de madurez sexual en el caso de las hembras se ha estimado en 7
afos (Pratt & Casey, 1983) menor a la estimada para L. nasus de entre 9 y 10 afios
(Paust & Smith,1986) y para C. carcharias de 12 y 13 afios (Wintner & Cliff, 1999).

En la costa occidental de Baja California Sur Isurus oxyrinchus tiene un registro
maximo de talla de 290 ¢cm de longitud total (LT), pero las tallas mas abundantes son
entre 90 cm y 160 cm LT, que corresponden a etapa juvenil, por lo que se ha
determinado como un area de alumbramiento 6 de crianza (Ramirez-Gonzalez, 2002;
Ribot-Carballal, 2003; Conde-Moreno, 2005). Baja California Sur es un area que se
caracteriza por presentar aguas altamente productivas donde juveniles de tiburén mako
pueden encontrar abundante alimento (Castro, 1987; Hoyos-Padilla, 2001).

El tiburon mako es altamente migratorio y tiene una distribucion geografica
circumglobal. En el Atlantico oeste, se distribuye desde el Golfo de Maine al sur de
Brasil, en el Atlantico este, desde Noruega hasta la costa occidental de Sudafrica,
incluyendo el mar Mediterraneo (Valeiras & Abad, 2006). De igual manera lo podemos
encontrar en el océano Indico y en el océano Pacifico en ambos hemisferios
(Compagno, 2001). El tiburon mako tiene importancia para las pesquerias de palangres,
especialmente debido a la buena calidad de su carne; también es una de las especies mas

apreciadas por los pescadores deportivos; se captura con redes de enmalle, palangres
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flotantes, con lineas y anzuelos. Su carne se comercializa en fresco, congelada, ahumada
y salada/desecada para el consumo humano; ademas se utiliza para la produccion de
aceite rico en vitaminas y de cuero; las aletas se aprovechan para sopas y las mandibulas
con su dentadura como objetos de adorno (Fischer et al., 1995). El tiburén mako es
considerado un recurso vulnerable debido a su baja fecundidad y lento crecimiento, lo
que los hace susceptibles a la explotacion y la recuperacion de la poblacion tiende a ser
lenta (Stevens et al., 2000). Se considera que un cambio en el tamafio de la poblacion,
en su distribucion o en su ciclo de vida pueden afectar a la comunidad marina (Cortes,
1999; Stevens et al., 2000) y, al igual que otros animales, también se ve expuesto al
impacto de la contaminacion en el ambiente marino.

La contaminacion ambiental se define como cualquier sustancia quimica,
elemento fisico u organismo patogeno, presente en el medio ambiente que interfiere de
manera adversa con los recursos naturales o la salud de animales (incluyendo humanos)
o de los ecosistemas. Tal escenario plantea una relacion estrecha y directa entre la
magnitud de la exposicion a los contaminantes y el riesgo a las enfermedades. Se ha
reconocido que un alto porcentaje de los padecimientos a nivel mundial podria
atribuirse a factores ambientales asociados a la degradacion de los ecosistemas, como
son la exposicion a los productos quimicos y accidentes tecnologicos. Cuando las
poblaciones se exponen cronicamente a los contaminantes ambientales, con frecuencia
se observa un aumento en la prevalencia de las enfermedades cronico-degenerativas.
Entre los contaminantes ambientales que han sido asociados con enfermedades crénico-
degenerativas relacionadas con estrés oxidativo, estan algunos metaloides y metales

(Konisgberg, 2008).
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Los contaminantes en ecosistemas acuaticos, como los metales pesados, son de
gran importancia por su toxicidad y su tendencia a acumularse a lo largo de la cadena
alimenticia. Algunos peces, como los tiburones, estan localizados al final de la cadena
alimenticia en los sistemas acuaticos, es decir, son depredadores tope, por lo que pueden
acumular estos contaminantes y posteriormente pasarlos al humano al ingerirlos
causandonos enfermedades cronicas o agudas. Por ejemplo, el riesgo a la salud humana
por mercurio (Hg) en el medio ambiente fue tragicamente demostrado durante los
severos incidentes ocurridos por contaminacion en Minamata y Niigata, (Japon)
desencadenados por el consumo de pescado contaminado con metilmercurio. Por lo
tanto, el consumo de pescado representa una de las primeras vias de exposicion a
metales para los humanos; para resguardar la salud publica, la concentracion estandar
maxima permisible de muchos de estos contaminantes en la comida ha sido establecida
en varios paises (Marcotrigiano & Storelli, 2003).

Los metales pesados son introducidos en el medio ambiente marino por medio
de varias rutas: procesos de fundicién, combustion de gasolina e industrializacion, y
como consecuencia de la erosion de rocas minerales, polvo arrastrado por el viento y
actividad volcéanica. Estos elementos tienen como destino el interior de sistemas
acuaticos, rios, lagos u océanos por medio de diferentes vias como Iluvia radioactiva
atmosférica, desechos, derrames accidentales y salidas de sistemas terrestres (efluentes
domésticos e industriales) (Licata et al., 2005).

Los metales traza en sedimentos de las costas son de gran importancia por su
potencial de llegar a ser toxicos en concentraciones elevadas. Estos estan normalmente

presentes en sedimentos como resultado natural de procesos biogeoquimicos como la
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erosion, desgaste de rocas y resuspension de sedimentos entre otros (Prange &
Dennison, 2000).

Los metales son sustancias naturales que se han formado por meteorizacion de
minerales; algunos son esenciales para la salud humana, y a menudo son componentes
importantes de varias enzimas con funciones fisiologicas. Los metales se pueden
encontrar en aguas superficiales en sus formas ionicas estables o bien reaccionar con
otros iones, para formar compuestos que en ocasiones pueden ser toxicos. Algunos
metales estdn implicados en las reacciones de transferencia electronica en las que el
oxigeno estd presente, lo que favorece la formacion de oxiradicales toxicos. Desde el
punto de vista toxicologico, los metales pesados o metaloides mas importantes que
participan en este tipo de reacciones son el Hg, el plomo (Pb), el cromo (Cr), el cadmio
(Cd) y el arsénico (As) (Konisgberg, 2008).

El Pb es considerado como un metal toxico no esencial y su presencia en aguas
marinas u oceanicas es atribuida principalmente a la depositacion atmosférica (AAFCO,
1996; Paez-Osuna, 1996a; Sommerhayes & Thorpe, 1996). Su concentracion en aguas
oceénicas abarca un rango de 0.001 a 0.035 pg L (Sommerhayes & Thorpe, 1996);
mientras que en algunas lagunas costeras mexicanas se han registrado concentraciones
que van desde menos de 0.1 hasta 310 pg L" (Villanueva & Paez-Osuna, 1996). La
dieta es una fuente importante de exposicion de Pb (Llobet et al., 1998). Un hombre
adulto sano no expuesto al Pb ingiere diariamente de 0,3 a 0,5 mg de este metal, el 80%
del mismo es eliminado por el rifion. Si la ingesta es superior a 0,6 mg/dia el plomo se
acumula y puede provocar una intoxicacion.

El Cd es considerado como un metal altamente toxico (AAFCO, 1996) no

esencial en animales (Allowey & Ayres, 1997; Nufiez-Nogueira, 2002). La
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concentracion de este elemento en aguas ocednicas esti entre los 0.1 y 120 ng L™
(Summerhayes & Thorpe, 1996). Se cree que la alimentacion es la ruta principal de
captacion de este elemento en los humanos, y su biomagnificacion a través de la cadena
alimenticia es comun en la naturaleza (Vas, 1987; Fisher & Reinfelder, 1995). La
presencia de Cd puede estar relacionada con la detoxificacion por metalotioneinas como
proteinas inducidas por este metal (Hidalgo & Flos, 1986; Betka & Callard, 1999;
Nufiez-Nogueira, 2002).

El Hg es un metal altamente toxico (AAFCO, 1996), no esencial, que ha sido
estudiado ampliamente en tiburones, particularmente en el musculo, como resultado de
su acumulacién a través de la cadena alimenticia, acumulandose en altas
concentraciones en peces (Alloway & Ayres, 1997; Rojas et al., 1999). El
metilmercurio es considerado la forma mas toxica del Hg debido a su alta
liposolubilidad lo que lo hace tener una rapida difusion a través de la membrana celular
(Pelletier, 1995). El Hg es un neurotdxico, genotdxico y elemento teratogénico
(Alloway & Ayres, 1997; Rojas et. al., 1999). Aun cuando el Hg puede ser facilmente
distribuido por aire y enriquecer las aguas oceanicas por precipitacion (Pelletier, 1995),
la concentracion disuelta en aguas ocednicas esta entre los 0.4 y los 2.0 ng L™ siendo la
concentracion mas baja reportada (Summerhayes & Thorpe, 1996).

El As es un metaloide moderadamente toxico (AAFCO, 1996), considerado
como un elemento no esencial (Alloway & Ayres, 1997), y su forma inorganica es la
mas dafiina (Del Razo et. a/.,2001). Los niveles de As normalmente estan por debajo de
1 pg g'l, pero en alimentos de origen marino (incluyendo peces) se registra una
concentracion media cercana a los 5 pg g'1 (Nunez-Nogueira, 2005). El As se encuentra

mas comunmente en su forma organica (Rojas et. al., 1999). En organismos marinos
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esta en forma de grasa o soluble en agua, como arsenobetaina (IPCS, 1981), éste es
varios ordenes de magnitud menos toxico que el As inorganico. Se ha encontrado que el
As de los productos marinos es realmente absorbido por el tracto gastrointestinal en los
humanos. Afortunadamente es excretado rapidamente y parece no haber evidencia
concluyente de sus efectos toxicos o carcinogénicos a largo plazo (Turozcy et. al.,
2000).

Cabe destacar que la mitocondria es uno de los principales blancos celulares de
los efectos oxidantes de los metales. Se ha propuesto que algunas especies oxidantes de
los metales como As;’, Crs', Hg,", perturban la integridad estructural de la membrana
interna mitocondrial, lo que produce un aumento en la permeabilidad alterando el
potencial de membrana y propiciando el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa.
Ello favorece la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), como el radical
superoxido (O;7), asi como de especies reactivas intermediarias, producto de su
biotransformaciéon (Konisgberg, 2008). Como ejemplo, el As;', al oxidarse a Ass ,
genera peroxido de hidrégeno (H,O;) espontaneamente y durante su biotransformacion
produce radicales de As, como el peroxilo dimetilado de As. Otro mecanismo de accidon
consiste en la inhibicion de algunas de las enzimas involucradas en la proteccion celular
contra el estrés oxidativo (Konisgberg, 2008).

El estrés oxidativo es conocido como el desbalance en la produccion de ERO y
las defensas antioxidantes, provocando un dafio oxidativo que lleva a una variedad de
cambios fisiologicos y bioquimicos, los cuales pueden desencadenar el deterioro y
muerte celular (Sies, 1997). El oxigeno es esencial para la vida, pero presenta una
paradoja para los organismos aerobios. Este elemento desempeiia una funcion

importante como aceptor terminal de electrones durante la respiracion celular y
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constituye lo que se conoce como el soporte de la vida, pero también constituye el punto
de partida para el oxidativo que puede provenir de una deficiencia del sistema de
defensa antioxidante o de un incremento en la formacion de ERO, cuya alta reactividad
puede provocar: peroxidacion lipidica, dafio de la membrana celular, ruptura del ADN y
degradacion protéica (Pérez & Pérez, 2000). El dafio oxidativo a nivel celular conlleva
disfunciones metabolicas y sistémicas que preceden distintos tipos de padecimientos o
efectos adversos a la salud. Los sistemas mas afectados por los agentes quimicos o
contaminantes ambientales incluyen los sistemas inmune, neuroldgico y endocrino. Es
importante considerar que los blancos celulares y moleculares de los distintos
compuestos quimicos no seran iguales en todos los casos, a pesar de que todos se llevan
a cabo a través de procesos de estrés y dafio oxidativo, por lo que los efectos adversos a
la salud dependeran del tipo de compuesto quimico de que se trate, asi como la duracion
de la exposicion al mismo (Konisgberg, 2008).

Por otra parte, los radicales libres y las ERO se forman constantemente en el
organismo a partir de fuentes endogenas y exogenas. Las fuentes enddgenas incluyen a
los subproductos de las reacciones metabolicas esenciales, como la generacion de
energia por la mitocondria o del metabolismo de compuestos toxicos a través del
sistema enzimatico del citocromo Pss). Las fuentes exogenas que generan radicales
libres y ERO son el humo del cigarro, los contaminantes ambientales como las
emisiones de los automdviles e industrias, el asbesto y la exposicion a radiaciones
io6nicas, entre otras (Konisgberg, 2008).

Actualmente se realizan estudios que analizan desde la liberacion del
contaminate al medio ambiente, hasta el desarrollo de las enfermedades en la poblacion.

La naturaleza de estos efectos adversos puede ser diversa y afectar a los organismos a
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distintos niveles, tanto bioquimicos, como celulares y hasta los mecanismos de accion
moleculares. Entre estos efectos destacan los procesos originados por un desbalance
entre eventos prooxidantes (incremento de radicales libres, especies reactivas de
oxigeno y de nitrégeno) y antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos) (Konisgberg,
2008).

La mayor parte del oxigeno celular es reducido a través de reacciones
enzimaticas, pero del 2-5 % escapa a esta reduccion bivalente y se desvia a la via de
reduccion monovalente; de ello resulta la formacion de radicales libres de oxigeno
(RLO), que no son mas que atomos o moléculas que poseen un nimero impar de
electrones en su Orbita mas externa, y que también se generan cuando ocurre una
adicion a un doble enlace. Los RLO son muy inestables y pueden reaccionar con otras
moléculas, entregando o recibiendo un electron (Halliwell & Gutteridge 1989; Delatre
J, 1998). El término ERO agrupa a los RLO y otros compuestos que, como el H,O,, no
constituyen un verdadero radical. Las ERO son moléculas altamente reactivas que
atacan constantemente al cuerpo humano mediante reacciones bioquimicas de oxido-
reduccion (REDOX), que ocurren como parte normal del metabolismo celular o por la
exposicion a factores ambientales (Delatre, 1998). Son las siguientes:

Oxigeno singulete ('0,). En los sistemas biologicos el '0; es producido por
diferentes vias fotoquimicas y quimicas. El oxigeno singulete es producido
frecuentemente por reacciones de fotosensibilizacion en las que las moléculas absorben
luz a una longitud de onda especifica y son elevadas a un mayor estado energético. La
energia puede luego ser pasada a oxigeno molécular (O,) y formar 'O, mientras que la
molécula sensibilizada regresa a su estado basal. El tiempo de vida del 'O, es de

aproximadamente 3.7 ps en medio acuoso. Su alta reactividad con los componentes es
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controlada primeramente por difusion, cuya distancia media ha sido estimada en
aproximadamente 92 nm, por tanto, es probable que los efectos en los sistemas
biologicos por el 'O, ocurran en el sitio especifico de su formacion (Asada &
Takahashi, 1987; Cadenas, 1989; Fridovich, 1998; Halliwell & Gutteridge, 1999).

Radical superoxido (O,7). puede actuar tanto como oxidante como reductor en
los sistemas biologicos. La dismutacion de O,”, conduce a la formacion de H,O, que
ocurre espontaneamente o catalizada por la enzima antioxidante superoxido dismutasa
(SOD). En su estado protonado O,” forma el radical perhidroxilo (OOH), el cual es un
oxidante poderoso (Asada & Takahashi, 1987; Cadenas, 1989; Fridovich, 1998;
Halliwell & Gutteridge, 1999), pero su relevancia biologica es probablemente menor
debido a su baja concentracion a pH fisioldégico. En el interior de membranas
bioldgicas, como las de mitocondrias y tilacoides, el O, es estable (Takahashi &
Asada, 1988; Shiraishi et. al., 1994) y puede difundirse a través de la membrana de
forma dependiente de la concentracion a tasas extremadamente bajas (Asada &
Takahashi, 1987; Cadenas, 1989; Fridovich, 1998; Halliwell & Gutteridge, 1999). Atin
con un tiempo de vida de 50 ps y una distancia de difusion de aproximadamente 320 nm
(Asada & Takahashi, 1987; Cadenas, 1989; Fridovich, 1998; Halliwell & Gutteridge,
1999), el O," puede generar dafios importantes a moléculas, células y tejidos. La SOD
reduce el estado de concentracion de O,” en varios 6rdenes de magnitud (Fridovich,
1986).

Peroxido de hidrogeno (H,0,). Debido a que el H,O, no tiene carga, se difunde
facilmente a través de las membranas bioldgicas. El H,O, causa dafio significativo ya
que no se limita a su punto de sintesis en la célula y puede tomar parte en otras

numerosas reacciones. La exposicion a H;0O, puede danar directamente muchos
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constituyentes celulares, como el ADN y las enzimas involucradas en la fijacion de
carbono (Asada & Takahashi, 1987; Cadenas, 1989; Fridovich, 1998; Halliwell &
Gutteridge, 1999). El H,O, también esta involucrado en vias como la muerte celular
programada, o apoptosis (Halliwell & Gutteridge, 1999). Si el H,O; es reducido, puede
generar radicales HO'. Una fuente de electrones para esta reduccion en sistemas
biologicos es la transicion de metales por la via de Fenton (Fig. 1) (Asada & Takahashi,

1987; Cadenas, 1989; Fridovich, 1998; Halliwell & Gutteridge, 1999).

H,0, + Fe* —————Fe (Ill) + OH + "OH

Figura 1. Reaccion de Fenton catalizada por hierro (Hermes-Lima et.al., 1998). Fe:
hierro; H,O,: peroxido de hidrogeno; "OH: radical hidroxilo.

Radical hidroxilo (HO"). E1 HO" es el mas reactivo de los radicales del oxigeno.
Tiene un elevado potencial para causar dafio bioldgico porque ataca a todas las
moléculas bioldgicas por una difusion controlada, con un tiempo de vida de 107 s y una
distancia media de difusion de 4.5 nm. El HO' inicia reacciones en cadena de radicales
libres, puede oxidar membranas lipidicas, y causa desnaturalizacion de proteinas y
acidos nucleicos (Asada & Takahashi, 1987; Cadenas, 1989; Fridovich, 1998; Halliwell
& Gutteridge, 1999). La produccion de HO™ en sistemas biologicos es regulada por la
disponibilidad de hierro ferroso. Cualquier reciclamiento de hierro, desde férrico a
ferroso, por un agente reductor puede mantener la reaccion de Fenton, llevando a la
generacion de HO'. Un excelente agente reductor es el O, el cual participa en la
reaccion de Haber-Weiss (Fig. 2) (Cadenas, 1989; Fridovich, 1998; Halliwell &

Gutteridge, 1999). Algunos otros metales, ademas del hierro, pueden participar en estas
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reacciones de transferencia de electrones mediante ciclos entre los estados oxidados y

reducidos.

Oz‘- + H202 EEE—— 02 + OH- + .OH

Figura 2. Reaccion de Haber-Weiss (Hermes-Lima et.al., 1998). O,": radical superoxido;
H,0,: perdxido de hidrogeno; O,: oxigeno molecular; ‘OH: radical hidroxilo.

En contraparte a las moléculas oxidantes, y debido a que los radicales de
oxigeno son continuamente generados por una variedad de procesos celulares, todos los
organismos poseen defensas antioxidantes. Segun Halliwell y Gutteridge (1998), un
antioxidante es toda aquella sustancia que se encuentra en pequefias concentraciones, en
comparacion con un sustrato oxidable, que inhibe o retarda significativamente la
oxidacion de dicho sustrato. Las defensas antioxidantes pueden clasificarse segun su
origen en antioxidantes exdgenos: vitamina E, vitamina C, betacarotenos, flavonoides y
licopenos y antioxidantes enddgenos que pueden ser enzimaticos: SOD, catalasa (CAT)
y glutation peroxidasa (GPx), y no enzimaticos: glutation reducido (GSH) y coenzima
Q, entre otros (Venereo, 2002). La funcion antioxidante de estas biomoléculas depende
de la especie reactiva sobre la que actian, donde y como se genera esa ERO, asi como
del dafio que produce. Los antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la
secuencia oxidativa y tener mas de un mecanismo de accion (Gutteridge y Halliwell y
1999).

La familia de las SOD esta constituida por metaloenzimas que convierten el O;”
a H,O,, se encuentran virtualmente en todos los organismos aerobios. Son cuatro tipos
de enzimas: CuZnSOD, es una proteina dimérica que se encuentra principalmente en el

citoplasma aunque también se ha encontrado en lisosomas, peroxisomas y nucleo;
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MnSOD, que es una proteina tetramérica que se encuentra en las mitocondrias; FeSOD,
proteina dimérica o tetramérica que se ubica en la matriz celular de bacterias (Hermes-
Lima, 2004) y NiSOD, que esta involucrada en bacterias patégenas para los humanos
(Konisgberg, 2008).

La CAT y las peroxidasas transforman el H,O, a agua y estan ampliamente
distribuidas en bacterias aerobias, plantas y animales. La GPx y la glutation S-
transferasa (GST) participan en la detoxificacion de xenobiodticos como herbicidas, y
usan al GSH como sustrato. Las peroxidasas no especificas se han encontrado en
plantas y bacterias y pueden usar una amplia gama de sustratos (Spector, 1991;
Halliwell & Gutteridge, 1998; Gamaley & Klyubin, 1999).

Entre los agentes de bajo peso molecular de mayor importancia se encuentra el
GSH en su forma reducida, es el antioxidante que se encuentra en las mayores
concentraciones intracelulares. Actiia como cofactor de las GPx para detoxificar H,Oy;
puede detoxificar RLO por vias no enzimaticas, por ejemplo, participa en la
detoxificacion de drogas con grupos funcionales que reducen parcialmente al oxigeno
molecular. El GSH estd involucrado en otros procesos metabolicos, como el
mantenimiento de comunicacion intracelular, el transporte intracelular de cobre y es
cofactor de enzimas en diversas vias (Spector, 1991; Taylor et al., 1996; Halliwell &

Gutteridge, 1998; Dalton ef al., 1999; Gamaley & Klyubin, 1999).
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ANTECEDENTES

Lesser (2006) menciona que el estrés oxidativo puede inducir dafio a lipidos,
proteinas 'y ADN; muchos padecimientos de interés clinico y procesos de
envejecimiento estan relacionados con éste fendmeno. La produccion de ERO es
constante en los océanos del mundo y el estrés oxidativo es un signo importante en la
respuesta a diferentes tipos de estrés en organismos marinos, como estrés térmico,
exposicion a radiacion ultravioleta o exposicion a diversos tipos de contaminantes.
Entre éstos, elementos traza o metales pesados, los cuales, segiin Sigaud-Kutner et al.
(2003), dependiendo de su estado de oxidacion, pueden ser altamente reactivos y, en
consecuencia, toxicos para muchos organismos. El efecto toxico de los metales pesados
parece estar relacionado con la produccion de ERO dando como resultado un
desbalance en el estado redox celular. Estos autores determinaron que, por ejemplo, las
algas responden a los metales pesados por induccion de diferentes antioxidantes, como
enzimas, y la sintesis de componentes de bajo peso molecular. Ya sea a un nivel menor
0 cronico, el alga acumula metales pesados que pueden pasar a otros organismos de la
cadena trofica como moluscos, crustaceos y peces.

Existen diversos estudios a lo largo de diferentes afios acerca de metales
pesados. Por ejemplo, el trabajo de Watling et al. (1981), quienes analizaron la
concentracion de Hg en carne de tiburon mako por su importancia dentro de la industria
pesquera en Sudafrica, estableciendo que la variacion en las concentraciones de Hg
obtenidas (1.91-2.11 pg/g) se relacionan con la longitud y masa corporal de los
individuos indicando que un tibur6n capturado en la zona, con una longitud total de 2 m
0 mas, muy probablemente rebase el limite maximo permitido en la concentracion de

Hg (1pg/g). Asi mismo Nufiez-Nogeira et al. (1998) determinaron la concentracion
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promedio (peso seco) de Hg en branquias (0.66 mg/kg), cerebro (0.45 mg/kg), higado
(0.16 mg/kg), musculo (0.63 mg/kg), pancreas (0.51 mg/kg) y rindon (0.42 mg/kg) de
cazoén (Rhizoprionodon terraenovae) del Golfo de México para determinar el riesgo por
el consumo de la carne de ésta especie, llegando a la conclusion de que es necesario
consumir 280 g diarios de carne de tiburén con la concentracion promedio obtenida para
llegar a una exposicion peligrosa. Pero, si la concentracion es mas alta, al ser consumida
por un cierto periodo de tiempo, el riesgo de exposicion al Hg sera mas alto. Turoczy et
al. (2000) determinaron las concentraciones de metales en tiburones de aguas profundas
del sureste de Australia (Deania calcea, Centroscymnus crepidater y Centroscymnus
owstyonii) encontrando diferencias significativas entre las especies para As, Cd, Hg y
zinc (Zn); ademas, los niveles maximos permitidos de As y Hg (Img/kg) se exceden en
las tres especies y se concluyd que el consumo semanal de 400 g de cualquiera de éstas
especies de tiburon podria resultar en sobrepasar la ingesta semanal tolerable
establecida por la FAO. Gomes et al. (2004) mencionan que el Hg es capaz de
biomagnificarse a lo largo de la cadena alimenticia y que los peces carnivoros tienden a
acumular altas concentraciones de este elemento. El promedio total en las
concentraciones de Hg total en muestras de musculo de Carcharhinus signatus
(hembras, 1697 pg/kg; machos, 1787 pg/kg) son mayores al limite maximo permitido
para el consumo humano establecidas por el ministro brasilefio de salud para peces
carnivoros (1000 pg/kg, peso htimedo).

Nufiez-Nogueira (2005) evalud las concentraciones de As, Cd, Cr, cobre (Cu),
hierro (Fe), Hg, manganeso (Mn), Pb, selenio (Se) y Zn en branquias, higado, cerebro y
musculo de Carcharhinus limbatus y Rhizoprionodon terraecnove del estado de

Veracruz y de varios locales de “La Nueva Viga” en México D. F., encontrando que
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dependiendo del tejido, el metal se acumula en menor o mayor grado, probablemente a
causa de las necesidades metabdlicas y de las caracteristicas fisicoquimicas de cada
elemento, asociadas de igual forma a los mecanismos de desintoxificacion. Con base en
los niveles detectados de As (3.68 pg/g), Cd (0.34 ng/g), Hg (0.76 ng/g) y Pb (3.31
ug/g) en R. terraenove y As (3.16 ug/g), Cd (0.35 pg/g), Hg (3.33 pg/g) y Pb (2.51
ug/g) en C. limbatus en musculo para ambos casos, se determind que no existia riesgo
inmediato para el consumo de la carne de estas especies. Macias-Zamora et al. (2007)
encontraron niveles elevados de metales traza como Cd, cobalto (Co), Cu, Mn, niquel
(Ni), Pb, Zn y Fe en pastos marinos de las lagunas San Ignacio y Ojo de liebre en la
costa central del Pacifico de Baja California, México. Los pastos marinos pueden
incorporar estos elementos y redireccionarlos hacia otros organismos. Asi mismo,
observaron que varias de las concentraciones de metales en sedimentos, por ejemplo el
Pb (9.5 pg/g en Ojo de Liebre; 18 pg/g en San Ignacio) son mas altas que las ya
consideradas elevadas para el sur de California.

En el caso particular del estado de Baja California Sur existen depdsitos
minerales de oro (Au), plata (Ag), Cu, Zn y fésforo (P), los cuales han sido explotados
desde el siglo XIX (Shumilin, ef al., 2000). Se ha determinado que las concentraciones
de Cd en mejillones de Baja California Sur (2.7-70.2 pg/g peso himedo; Gutierrez-
Galindo et al., 1999) son mas altas que en la biota de las grandes areas urbanizadas de
California en Estados Unidos (0.2-0.9 pg/g peso humedo; Cohen ef al., 2001); y que las
concentraciones de Cd en plancton de Baja California son aproximadamente 3 veces
mayores que en el plancton colectado en otras regiones del Pacifico noreste (Martin y
Broenkow, 1975). También se sabe que la alta variabilidad regional en las

concentraciones de metales pesados en las aguas de las costas de Baja California pueden
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ser atribuidas a dos causas, naturales (arrastre de compuestos y su mezcla en la columna
de agua) y antropogénicas (principalmente urbanizacion) (Martin & Broenkow, 1975,
Safiuda-Wihelmy & Flegal 1996; Méndez et al., 1998; Gutiérrez-Galindo et al., 1999;
Shumilin ez al., 2001). Sin embargo, la relativa contribucion de estos varios origenes de
metales pesados en la region es pobremente entendida, asi como sus efectos sobre la

salud humana y ecoldgica.

HIPOTESIS

La presencia de especies reactivas de oxigeno, como el radical superoxido,
inducida por posible contaminacion por elementos traza (Pb, Cd, Hg y As) propiciara un
aumento en los indicadores de dafio oxidativo en diferentes tejidos de tiburdn, de

acuerdo a la concentracion del metal y su toxicidad individual.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el estrés oxidativo asociado a elementos traza como Pb, Cd, Hg y As

en diferentes tejidos del tiburén mako.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la concentracion de Pb, Cd, Hg y As en musculo, higado y rifiéon de
tiburén mako.

Determinar la produccion de radical superoxido como indicador de la presencia
de ERO de oxigeno en musculo, higado y rifion de tiburén mako.

Determinar los niveles de peroxidacion de lipidos y proteinas carboniladas como

indicadores del dafio oxidativo en musculo, higado y rifidén de tiburén mako.
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Determinar la actividad de las principales enzimas antioxidantes, SOD, CAT,
GPx, GR y GST, como indicador de las defensas antioxidantes en musculo, higado y
rifidn de tiburén mako.

Correlacionar los niveles de los indicadores de estrés oxidativo con Ia
concentracion de elementos traza y su grado de toxicidad en musculo, higado y rifiéon de

tibur6n mako.

METODOLOGIA

Area de estudio

Isla Magdalena (Fig. 3) forma parte del complejo lagunar de Bahia Magdalena-
Bahia Almejas (BM-BA) que es uno de los ecosistemas lagunares con mayor diversidad
y atractivo ecoturistico y pesquero en el Estado de Baja California Sur, México. Este
complejo lagunar se localiza en la costa sur-occidental de la peninsula de Baja
California Sur (24° 16° Ny 25°45’ Ny 111°20° W y 112° 18” W). Este sistema tiene
tres zonas geomorfologicamente distintas: Zona de Canales (137 km?2) ubicada al
noroeste; Bahia Magdalena (883 km?) situada en la parte central del complejo; y Bahia
Almejas (370 km?) situada al sureste (Alvarez-Borrego et. al., 1975; Hernandez-Rivas
et. al., 1993).

El sistema lagunar BM-BA es uno de los ecosistemas costeros mexicanos, que
resulta ser de considerable importancia para el desarrollo socioecondémico regional
(Mathews, 1975), no s6lo por su considerable extension (aprox. 1100 km2) sino
también por la alta productividad que prevalece durante la mayor parte del ciclo anual

(Nienhuis & Guerrero, 1985; Garate-Lizarraga & Siqueiros-Beltrones, 1998).
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Magdalena

Isla Santa Margarita

Figura 3. Area de estudio.

Colecta de muestras

Se colectaron muestras de higado, rifién y musculo de 20 individuos de tiburén
mako (Isurus oxyrinchus) (Fig. 4) en el campamento pesquero de San Lazaro ubicado
en Isla Magdalena, Baja California Sur en Mayo de 2008. Los organismos capturados
por los pescadores fueron llevados a la costa, donde se determiné su talla y sexo. Se
tomaron aproximadamente 5 g de cada uno de los tejidos por individuo y se
mantuvieron en hielo durante su traslado al laboratorio donde fueron almacenadas y

congeladas hasta su procesamiento. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.
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ez, 2008

Figura 4. Ejemplar de tiburon mako.

Analisis Bioquimicos

Presencia de Elementos traza

Para hacer la determinacion de Pb, Cd, Hg y As las muestras fueron digeridas en
una mezcla de 3 mL de acido nitrico (HNO3) y 5 mL de agua desionizada con ayuda de
un horno de microondas (CEM MARS 5x, USA). El digerido obtenido fue aforado a 50
mL con agua desionizada. Aproximadamente 5 mL fueron destinados para la
determinacion de Pb y Cd por medio de espectrofotometria de absorcion atdomica en un
espectrofotometro (GBC Avanta, Australia); el resto fue dividido en dos partes para la
determinacion de As y Hg. Al digerido utilizado para estos dos ultimos elementos se le
dio un tratamiento previo a la determinacion. Para el caso de As, se le agrego acido
clorhidrico (HCI) y yoduro de potasio (KI), utilizando bromohidruro de sodio (Na HB,)
como agente reductor, finalmente la concentracion de As en la muestra fue determinada

por espectrofotometria de absorcion atémica a través de la generacion de hidruros por
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flama. En el caso del Hg, para acelerar el estado de oxidacion se le agregd dicromato de
potasio (K,Cr,07) y HNOs, la concentracion se determind por espectrometria de
absorcion atomica mediante la generacion de hidruros en vapor frio (Loon, 1985).
Indicadores de Estrés Oxidativo
Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno
Determinacion de Radical Superoxido

La produccion enddgena de O," se cuantific6 mediante un método
fotocolorimétrico indirecto y discontinuo, siguiendo la reduccion de ferricitocromo C
por el Oy" durante un intervalo de tiempo fijo (Markert et al., 1984; Drossos et al.,
1995). Se tomaron 100 mg de tejido himedo y se colocaron en 1 mL de solucién
amortiguadora de Krebs fosfato (0.11 M NaCl, 0.0047 M KCl, 0.012 M MgSQy4, 0.012
M NaH,;POy,, 0.025 M NaHCO,4 y 0.001 M glucosa). Se adicion6 citocromo C (15uM) a
cada muestra y se incub6 en un bafio de agua a 37° C con agitacion por 15 minutos.
Posteriormente se retiraron las muestras del bano y se les agregd N-etilmaleimida
(3mM) para detener la reduccion del citocromo C. Se centrifugd a 3000 rpm a 4° C por
10 minutos. El sobrenadante fue transferido a una celda y se midi6 su absorbancia en un
espectrofotometro (Jenway 6505 UV/Vis, Reino Unido) a 550nm. Los blancos de cada
muestra se realizaron retirando el remanente del sobrenadante en los tubos (quedando
unicamente el tejido) y adicionando solucion amortiguadora de Krebs, N-etilmaleimida
y citocromo C, para posteriormente incubar a 37°C, centrifugar a 3000 rpm a 4° C
durante 10 minutos y medir la absorbancia del sobrenadante a 550 nm. Los datos se

expresaron en nmol O,” por mg de proteina por minuto.
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Daiio Oxidativo
Determinacion de niveles de peroxidacion de lipidos (TBARS)

Se cuantifico la cantidad de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS)
como un indicador de la peroxidacion lipidica, siguiendo el método propuesto por
Okhawa (1979) y modificado por Persky (2000). Los hidroperoxidos y aldehidos
lipidicos resultantes de la peroxidacion de lipidos de la membrana celular reaccionan
con el acido tiobarbiturico (TBA) para formar malondialdehido (MDA), que es un
pigmento rosa cristalino con absorcion maxima a 532-535 nm (Persky A.M. et al.,
2000). Se tomaron 100 mg de tejido y se homogenizaron en frio en 2 mL de solucion
para homogenizar. Se tomaron 250 pL del homogenizado y se incubaron en un bafio de
agua a 37° C con agitacion durante 15 minutos, una vez transcurrido este tiempo se
colocaron en un bafio de hielo, se adiciono acido tricloroacético al 20% (en HCl 1M) y
TBA al 1% . Las muestras se colocaron en bafio de agua con agitacion a 90° C durante
10 minutos y se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos a 4° C. Se desecho el
precipitado y se leyd el sobrenadante. Se corrid6 una curva estandar de 1-bis
tetraetoxipropano (TEP) en paralelo con las muestras y se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro (Beckman coulter DU 800, USA) calibrado a 560 nm. La
concentracion de TBARS se calcul6 a partir de la curva estandar y se expresé en nmoles
de TBARS por mg de proteina soluble.

Determinacion de proteinas carboniladas

Los derivados carbonilados de las proteinas se forman a partir de reacciones en
las que interactiian los aldehidos procedentes de la lipoperoxidacion o de la oxidacion
de carbohidratos con proteinas. La cuantificacion de estos grupos de proteinas

carboniladas se hace derivandolos con 2,4-dinitrofenil hidrazina (DNPH),
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precipitandolos con &cido tricloroacético (TCA) y midiendo la absorbancia méxima
entre 340 y 410 nm (Levine ef al., 1990; Stadtman & Levine, 2000). Se tomaron 100
mg de tejido y se homogenizaron (1:20 peso volumen) en acido sulfosalicilico al 5%. El
volumen del homogenizado fue dividido en dos partes (minimo 400uL cada una) y
colocado en tubos ependorff etiquetados como muestra y blanco. Posteriormente, se
centrifugaron durante 5 minutos a 15000 rpm a 4° C y finalmente se desecho el
sobrenadante.

En la campana de extraccion, se adicionaron, a la muestra 500 pL. de DNPH vy al
blanco 500 puL de HCI, se agitaron en el vortex durante 40 segundos y se incubaron una
hora a temperatura ambiente agitando en el vortex durante 40 segundos cada 15
minutos. A cada tubo se adiciond 500 pl. de TCA vy se centrifugaron 5 minutos a 15000
rpm a temperatura ambiente; se desecho el sobrenadante y se lavo el precipitado con 1
mL de etanol-acetato de etilo (1:1), se centrifugd una vez mas por 5 minutos a 15000
rpm a temperatura ambiente; se repitio tres veces este procedimiento de lavado vy,
finalmente, se adicioné a cada tubo 1 mL de clorato de guanidina, se agit6 en el vortex y
se incub6 en un bafio de agua a 37° C durante 15 minutos; se centrifugo por 5 minutos a
15000 rpm a temperatura ambiente. Tanto para muestras como blancos se colectd el
sobrenadante (minimo 800 pL) en celdas de plastico. Se hizo un barrido entre 340 y 410
nm y se registrd la absorbancia maxima a la longitud de onda maxima en un
espectrofotometro Beckman coulter DU 800. Los resultados obtenidos se expresaron en
um de proteinas carboniladas por gramo de tejido (Levine et al., 1990; Stadtman &

Levine, 2000).
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Actividad de enzimas antioxidantes

Para la determinacion de actividades enzimaticas se pesaron 100 mg de tejido
por muestra y se homogenizaron en frio en solucion amortiguadora de fosfatos (50 mM,
pH 7.5). Se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos a 4° C, recuperando el
sobrenadante y procediendo con los analisis enzimaticos a una temperatura de 25 + 2°
C en el laboratorio.

Superoxido Dismutasa (SOD)

Para medir la actividad enzimatica de SOD se utilizé el método propuesto por
Suzuki (2000) generando O,” de manera constante mediante el sistema xantina/xantina
oxidasa. El O," al entrar en contacto con el nitroazul de tetrazolio (NBT) lo reduce,
formando asi un compuesto llamado formazdn cuyo cambio en la absorbancia es
detectado cuando la SOD inhibe la reduccion del NBT. Una unidad de SOD se define
como la cantidad de enzima necesaria para inhibir el 50% de la reacciéon de O;" con el
NBT. En una celda de plastico se mezclaron: solucion de trabajo (solucion
amortiguadora sodio-carbonato 50 mM, xantina 0.1 mM, NBT 0.025 mM, EDTA 0.1
mM), xantina oxidasa (1 U/ml; sulfato de amonio 2 M) y la muestra o solucion para
homogenizar en el caso del blanco. Se registro el cambio en la absorbancia cada 30
segundos durante 5 minutos en un espectrofotometro (Beckman coulter DU 800) a 560
nm. La actividad enzimatica se expreso en unidades de SOD por mg de proteina.
Catalasa (CAT)

Se determino la actividad enzimatica de CAT midiendo el decremento en la
concentracion de H,O, a 240 nm, segiin la metodologia propuesta por Aebi (1984). Las
muestras se diluyeron con soluciéon amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 7.5). Los

reactivos se mantuvieron en un bafio de agua a 25° C. La solucion de trabajo se prepard



Estrés oxidativo y Elementos traza en Tiburén Mako 25

en fresco utilizando H,O, (20 M) y solucion amortiguadora de fosfatos (100 M). En
una celda de cuarzo se mezcld solucion de trabajo con la muestra y se registr6 el cambio
en la absorbancia a 240 nm cada 15 segundos durante 3 minutos en un
espectrofotometro (Beckman coulter DU 800) a 240 nm. La actividad enzimatica se
expreso en unidades de CAT por mg de proteina. Una unidad de catalasa se define
como la cantidad de enzima necesaria para reducir 1 pumol de H,O, por minuto.
Glutation Peroxidasa (GPx)

Para medir la actividad de la enzima GPx se utiliz6 el método propuesto por
Folhé y Giinzler (1984) midiendo el decremento de dinucleétido de nicotinamida y
adenina fosforilado reducido (NADPH) al mantener constantes los niveles de GSH. En
una celda de cuarzo se mezcld solucion amortiguadora de fosfatos (500 mM, pH 7.2),
EDTA (50 mM), solucién de azida de sodio (20 mM), glutation reductasa (15 U/ml),
NADPH (1.5 mM), agua desionizada fria, GSH (250 mM), la muestra, H,O, (10 mM) y
se registrd el cambio en la absorbancia cada 3 segundos durante 40 segundos en un
espectrofotometro (Jenway 6505 UV/Vis) a 340 nm. Los resultados se expresaron en U
por mg de proteina. Una unidad de GPx se define como la cantidad de enzima necesaria
para oxidar 1 umol de GSH a Glutation oxidado (GSSG) por minuto.

Glutation Reductasa (GR)

La actividad catalitica de la enzima GR se determind midiendo el decremento en
la absorbancia durante la oxidacion del NADPH, siguiendo la metodologia propuesta
por Goldberg y Spooner (1987). Todas las soluciones se mantuvieron en hielo a
excepcion de la solucion amortiguadora de fosfatos (500 mM, pH 7.2). En una celda de
cuarzo se mezclod solucion amortiguadora de fosfatos (500 mM, pH 7.2), EDTA (50

mM), NADPH (2mM), agua desionizada, la muestra, GSSG (10 mM) y se registro el
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cambio en la absorbancia durante 60 segundos en un espectrofotometro (Jenway 6505
UV/Vis) a 340 nm. Los resultados se expresaron en U por mg de proteina. Una unidad
de GR se define como la cantidad de enzima necesaria para reducir 1 pmol de GSSG a
GSH por minuto.

Glutation-S-Transferasa (GST)

La actividad de la GST se determiné midiendo la aparicion del complejo tioéter
glutation dinitrobenceno a 340 nm, como producto de la uniéon del GSH con 1-cloro 2,
4-dinitrobenceno (CNDB) siguiendo la metodologia propuesta por Habig y Jakoby
(1981). En una celda de cuarzo se mezcld solucion amortiguadora de fosfatos (0.1 M,
pH 7.0), GSH 10 mM, EDTA 60 mM, CNDB 10 mM y 10 uL de la muestra y se
registr6 el cambio en la absorbancia cada 30 segundos durante 6 minutos en un
espectrofotometro (Beckman coulter DU 800) a 340 nm. Los resultados se expresaron
en U por mg de proteina. Una unidad de GST se define como la cantidad de enzima que
cataliza la conjugacion de 1 umol de CNDB por minuto.

Determinacion de proteinas totales.

Para estandarizar los datos se determiné la cantidad de proteinas solubles
utilizando un kit comercial (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA. E. U. A.) adaptado a
microplaca, basandose en el método descrito por Bradfordd (1976). Se utiliza el
colorante azul de Coomassie® que, en respuesta a la concentracion de proteinas,
reacciona con los residuos de amino acidos basicos, especialmente arginina, presentes
en la muestra. Las muestras fueron diluidas 1:100 con soluciéon amortiguadora de
fosfatos (S0mM, pH 7.5, EDTA 1 mM). Se prepar6 una curva estandar con albumina
sérica bovina (ASB) en un rango de concentraciones de 0.005 a 0.2 mg/mL. En cada

pozo de una microplaca se mezclaron agua destilada, colorante de Bradford y la muestra
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o albumina en el caso de la curva estandar. Se dejo incubar a temperatura ambiente
durante 15 minutos y se leyd la absorbancia a 590 nm en un analizador semiautomatico
(Microlab 300, Vital Scientific, Netherlands). Los resultados se expresan en mg de

proteina por mL.

ANALISIS ESTADISTICOS

Para determinar si existen diferencias significativas entre musculo, higado y
rifion del tiburon mako en las concentraciones de los elementos traza, el dafio oxidativo
y la actividad enzimatica antioxidante se realizaron andlisis de varianza de un factor,
con la prueba a posteriori de Fisher o diferencia minima significativa (LSD) (Duran et.
al., 2003). Para detectar diferencias significativas entre hembras y machos en cada uno
de los tejidos estudiados en las concentraciones de elementos traza, dafio oxidativo y
actividad enzimatica antioxidante, se realizaron pruebas de hipdtesis T de Student
(Durén et. al., 2003). Para obtener las relaciones de elementos traza con dafio oxidativo
y actividad enzimatica antioxidante se realizaron matrices de correlacion de Spearman

con el programa STATISTICA 7.
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RESULTADOS
De los 20 individuos colectados, 11 fueron hembras y 9 machos con tallas que
van desde los 89 hasta los 249 cm (Fig. 5). La talla promedio para hembras fue de 134

cm y para machos de 116 cm.
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Figura 5. Talla y sexo de los individuos de tiburén mako.

Concentracion de elementos traza

Se determino la concentracion de los elementos traza (Pb, Cd, Hg y As) en cada
uno de los tejidos estudiados (musculo, higado y rifion) del tiburén mako. Se encontrod
Pb en 15 de los 20 individuos estudiados, de los cuales, 5 tuvieron Pb en los tres tejidos,
7 lo presentaron en dos tejidos (principalmente musculo y rifion) y 3 individuos
presentaron Pb s6lo en un tejido (musculo). En musculo se observdé una mayor

concentracion promedio de Pb con 0.29 mg/kg, seguido del rifion con 0.27 mg/kg v,
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finalmente, el higado con 0.14 mg/kg (Fig. 6). Sin embargo, no se encontraron

diferencias significativas entre los tres tejidos (p>0.05).

Misculo Higado Riiion
Tejido

Figura 6. Concentracion de plomo en tejidos de tiburon mako en Isla Magdalena, Baja California Sur.
Los datos se presentan como promedio + error estandar. N= 20, p>0.05.

Aunque no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre sexos por
tejidos, para el musculo, las hembras presentaron una menor concentracion de Pb que
los machos con una concentracion de 0.28 mg/kg (p>0.05); mientras que para higado y
rifdn las hembras presentaron valores mas altos con respecto a los machos con valores

de 0.15 y 0.31 mg/kg, respectivamente (p>0.05) (Fig. 7).
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Figura 7. Concentracion de plomo en tejidos de tiburén mako en Isla Magdalena, Baja California Sur.
Los datos se presentan como promedio + error estdndar. n 9=11, n §=9, p>0.05.

El Cd, se encontr6 en 16 de los individuos colectados, de los que so6lo 5
presentan el metal en los tres tejidos, 8 presentan el metal en dos tejidos
(especificamente en higado y rifion), y 3 individuos presentaron Cd en un tejido (rifion).
Se observo una menor concentracion de Cd en musculo de tiburén mako (0.06 mg/kg)
en comparacion con higado (1.12 mg/kg, p<0.05) y rifion (0.97 mg/kg, p<0.05) (Fig. 8).
No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre hembras y machos para

ninguno de los tejidos analizados (Fig. 9).
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Figura 8. Concentracion de cadmio en tejidos de tiburén mako en Isla Magdalena, Baja California Sur.
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MUSCULO HIGADO RINON

Figura 9. Concentracion de cadmio en tejidos de tiburon mako en Isla Magdalena, Baja California

Sur. Los datos se presentan como promedio = error estindar. n =11, n $=9, p>0.05.
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El mercurio (Hg) se encontr6 en todos los organismos muestreados, de los cuales
5 tuvieron el metal en los tres tejidos, 10 registraron Hg para dos tejidos principalmente
en musculo y rifion, y 5 individuos so6lo presentaron Hg en un tejido (musculo). El
musculo presento una mayor concentracion de Hg con un valor de 404.51 pg/kg, en
comparacion con el higado (53.79 ug/kg, p<0.05) y el rifién (47.71 pg/kg, p<0.05) (Fig.

10).
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Figura 10. Concentracion de mercurio en tejidos de tiburon mako en Isla Magdalena, Baja California
Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. N= 20, *p<0.05.

Se observo en las hembras una mayor concentracion de Hg en musculo (491.29
ug/kg) e higado (80.55 ug/kg) en comparacion con los machos (musculo 298.44 pg/kg,
p<0.05; higado 21.07 pg/kg, p<0.05) (Fig. 11). La concentracion de Hg en rifion en las

hembras fue menor (42.15 pg/kg) que en los machos (54.51 pg/kg, p<0.05) (Fig. 11).
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Figura 11. Concentracion de mercurio en tejidos de tiburdon mako en Isla Magdalena, Baja California Sur.
Los datos se presentan como promedio + error estandar. n =11, n §=9, *p<0.05.

El As se encontro en sélo 10 de los individuos muestreados, de los cuales
ninguno presentd el metaloide en los tres tejidos, 4 lo presentaron en dos tejidos
(principalmente en musculo y rifion) y 6 en un tejido (principalmente en musculo o
higado). Las concentraciones registradas fueron las siguientes, el valor mas alto es para
el higado con 27.77 pg/kg, seguido del musculo con 14.38 pg/kg y finalmente el rifion
con 6.01 pg/kg (Fig. 12). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas

(p>0.05) entre los tejidos para este metal.
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Figura 12. Concentracion de arsénico en tejidos de tiburon mako en Isla Magdalena, Baja California Sur.
Los datos se presentan como promedio * error estandar. N= 20, p>0.05.

Se observo que para el musculo, las hembras (1.54 pg/kg) presentaron un valor
mas bajo que los machos (30.07 pg/kg, p<0.05); en el higado las hembras (30.82
ug/kg) tuvieron mayor concentracion de As que los machos (24.04 pg/kg, p<0.05) y
para el rindn las hembras (5.13 pg/kg) presentaron menos As que los machos (7.09

ug/kg, NS) (Fig. 13).
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Figura 13. Concentracion de arsénico en tejidos de tiburon mako en Isla Magdalena, Baja California
Sur. Los datos se presentan como promedio =+ error estandar. n 9=11, n =9, *p<0.05.

Tabla I. Concentraciones de elementos traza en tejidos de hembras y machos de tiburon mako
en Isla Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio =+ error estandar.

Metal Tejido (peso hiimedo) (peso humedo)
Hembras (n=11) 0.28 +0.10
Muisculo 0.29 +0.07
Machos (n=9) 0.29+0.10
Hembras (n=11) 0.15+0.10
Higado 0.14+0.07
Plomo (mg/kg) Machos (n=9) 0.12+0.10
Hembras (n=11) 0.31+0.10
Rifion 0.27 +£0.07
Machos (n=9) 0.22 +0.10
Hembras (n=11) 0.06 + 0.04
Muisculo 0.06 +0.03
Machos (n=9) 0.12+0.07
Hembras (n=11) 1.56 £1.17
Higado 1.12 £ 0.65
Cadmio (mg/kg) Machos (n=9) 0.58 +0.27
Hembras (n=11) 1.30£0.51
Rifion 0.97+0.29
Machos (n=9) 0.57 £ 0.18
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Metal Tejido (peso hiimedo) (peso humedo)
Hembras (n=11) 491.29 £ 87.56
Musculo 404.51 £55.41
Machos (n=9) 298.44 £43.97
Hembras (n=11) 80.55+64.83
Higado 53.79 + 36.18
Mercurio Machos (n=9) 21.07 £ 15.65
(ng/kg) Hembras (n=11) 42.15+33.69
Rifion 47.71 +£18.98
Machos (n=9) 54.51 +£21.67
Hembras (n=11) 1.54+1.03
Musculo 14.38 + 8.04
Machos (n=9) 30.07 £ 16.85
Hembras (n=11) 30.82 +20.82
Higado 27.77+15.35
Arsénico (pg/kg) Machos (n=9) 24.04 + 24.04
Hembras (n=11) 5.13+£5.13
Rifion 6.01 +3.41
Machos (n=9) 7.09 £ 4.60

Indicadores de Estrés oxidativo

Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno

Produccion de Radical Superoxido

Se determind la produccion de radical superoxido (O, 7) en higado, riidén y musculo del
tiburon mako. Aunque no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre
tejidos, la menor produccion de O;” se encontrd en el rifion con 0.02 nmol/mg. min
seguido del rifion con 0.04 nmol/mg. min de O, y finalmente al higado con 0.08

nmol/mg. min de O," (Fig. 14).
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Figura 14. Produccioén de radical superdxido (O, 7, nmol/mg proteina . min) en tejidos de tiburon mako

en Isla Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio =+ error estandar. N= 20,
p>0.05.

No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre sexos para ningin
tejido; en musculo ambos grupos presentan un valor de 0.02 nmol/mg. min de O;", en
higado las hembras presentan un valor de 0.01 y los machos 0.16 nmol/mg. min de O,",

y en el rifion 0.04 nmol/mg. min de O, para hembras y machos. (Fig. 15).
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Figura 15. Produccion de radical superoxido (O,”, nmol/mg proteina . min) en tejidos de tiburon
mako en Isla Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar.
n @=11,n 3=9, p>0.05.
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Daino oxidativo

Peroxidacion de Lipidos (TBARS)

Se encontréd que el higado presentd un mayor dafio a lipidos (475.60 nmol
TBARS/mg proteina, p<0.05), seguido del rifion (154.91 nmol TBARS/mg proteina,

p>0.05) y el musculo (52.76 nmol TBARS/mg proteina, p>0.05) (Fig. 16).
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Figura 16. Produccion de lipidos peroxidados (nmol TBARS/mg proteina) en tejidos de tiburén mako en
Isla Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. N= 20,
*
p<0.05.

En musculo las hembras presentan un valor de 63.33 nmol TBARS/mg proteina,
los machos 39.85 nmol TBARS/mg proteina (p<0.05). En el higado las hembras
registraron un valor de 144.90 nmol TBARS/mg proteina, los machos 879.79 nmol
TBARS/mg proteina (p<0.05) y en el rifion las hembras obtuvieron 210.68 nmol
TBARS/mg proteina y los machos machos 86.75 nmol TBARS/mg proteina (p<0.05)

(Fig. 17).
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Figura 17. Produccion de lipidos peroxidados (nmol TBARS/mg proteina) en tejidos de tiburon mako
en Isla Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar.
n @=11, n =9, *p<0.05.

Proteinas carboniladas

Se encontrd el mayor daio oxidativo a proteinas en el higado (104.23 pum Prot.
Carb./gr tejido, p>0.05), en comparacion con el rifion (71.90 pm Prot. Carb./gr tejido,

p>0.05) y el muasculo (55.56 um Prot. Carb./gr tejido, p<0.05) (Fig. 18).
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Figura 18. Produccion de proteinas carboniladas (umol/gr. tejido) en tejidos de tiburon mako en Isla
Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. N= 20, *p<0.05.
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De igual forma, se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre sexos
para los tres tejidos; musculo de hembras 65.56 um Prot. Carb./gr tejido, machos 43.33
pm Prot. Carb./gr tejido (p<0.05); higado hembras 90.32 um Prot. Carb./gr tejido,
machos 121.23 um Prot. Carb./gr tejido (p<0.05); rifién hembras 58.28 pum Prot.

Carb./gr tejido, machos 88.55 um Prot. Carb./gr tejido (p<0.05) (Fig. 19).
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Figura 19. Produccion de proteinas carboniladas (umol/gr. tejido) en tejidos de tiburén mako en Isla
Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. n =11, n 3=9,
*
p<0.05.
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Tabla II. Produccion de radical superoxido (O,7), lipidos peroxidados y proteinas carboniladas
en tejidos de hembras y machos de tiburén mako en Isla Magdalena, Baja California Sur. Los

datos se presentan como promedio + error estandar.

Daiio oxidativo Tejido
Hembras (n=11) 0.02 +0.01
Musculo 0.02 +0.01
Machos (n=9) 0.02 £0.01
Produccion de O," Hembras (n=11) 0.01 £0.007
Higado 0.08 £ 0.05
(nmol/mg proteina.min) Machos (n=9) 0.16 £0.12
Hembras (n=11) 0.04 + 0.01
Ririon 0.04 +0.01
Machos (n=9) 0.04 £0.03
Hembras (n=11) 63.33 £28.19
Muisculo 52.76 £ 18.96
Machos (n=9) 39.85+25.42
Peroxidacion de lipidos Hembras (n=11) 144,90 £ 57.16
Higado 475.60 = 327.07
(nmol TBARS/mg proteina) Machos (n=9) 879.79 £ 722.82
Hembras (n=11) 210.68 £ 69.09
Rifién 154.91 + 44.56
Machos (n=9) 86.75 £ 46.16
Hembras (n=11) 65.56 £ 15.43
Muisculo 55.56 £ 9.95
Machos (n=9) 4333+ 11.20
Proteinas carboniladas Hembras (n=11) 90.32+19.22
Higado 104.23 + 14.82
(um Prot. Carb./gr tejido) Machos (n=9) 121.23 +£23.00
Hembras (n=11) 58.28 £ 6.43
Rifién 71.90 + 6.86
Machos (n=9) 88.55+ 11.08

Defensas antioxidantes

Glutation Reductasa

Se encontré que el tejido que presentd mayor actividad de ésta enzima fue el
rindn con 72.16 U GR/mg proteina (p<0.05), seguido del higado con 33.80 U GR/mg
proteina (p>0.05) y finalmente el musculo con 18.73 U GR/mg proteina (p>0.05) (Fig.

20).
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Figura 20. Actividad de glutation reductasa (U GR/mg proteina) en tejidos de tiburon mako en Isla
Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. N= 20, *p<0.05.

Se observo que en musculo e higado de tiburén mako, los valores mas altos de la
actividad enzimatica de GR fueron para los machos con los siguientes valores; musculo
hembras 16.01 U GR/mg proteina, machos 22.04 U GR/mg proteina (p<0.05); higado
hembras 19.40 U GR/mg proteina, machos 51.40 U GR/mg proteina (p<0.05). En rifién
el valor mas alto de la actividad de GR se observo en hembras con 89.56 U GR/mg

proteina, machos 50.90 U GR/mg proteina (p<0.05) (Fig. 21).
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Figura 21. Actividad de glutation reductasa (U GR/mg proteina) en tejidos de tibur6n mako en Isla
Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. n 9=11, n §=9,
*
p<0.05.

Glutation Peroxidasa

El tejido que presentdé mayor actividad de GPx fue el riién con 114.10 U
GPx/mg (p>0.05) de proteina, seguido del musculo con 62.08 U GPx/mg de proteina

(p>0.05) y finalmente el higado con 23.53 U GPx/mg de proteina (p<0.05) (Fig. 22).
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Figura 22. Actividad de glutation peroxidasa (U GPx/mg proteina) en tejidos de tiburon mako en Isla
Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. N= 20, *p<0.05.
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En musculo y rifién, los valores mas altos de actividad de GPx fueron
observados para las hembras con 67.42 U GPx/mg de proteina y 152.68 U GPx/mg de
proteina, respectivamente, mientras que los machos tuvieron valores de 55.55 U
GPx/mg de proteina en musculo (p<0.05) y 66.96 U GPx/mg de proteina en rifion
(p<0.05). En higado, los machos presentaron mayor actividad de GPx con 28.35 U

GPx/mg de proteina y las hembras 19.59 U GPx/mg de proteina (p<0.05) (Fig. 23).
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Figura 23. Actividad de glutation peroxidasa (U GPx/mg proteina) en tejidos de tiburon mako en Isla
Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. n =11, n 3=9,
*
p<0.05.

Glutation-S-Transferasa

La mayor actividad de GST se observd en rifion con un valor de 25.42 U
GST/mg de proteina (p<0.05) seguido del higado con 10.10 U GST/mg de proteina

(p>0.05) y el musculo con 6.23 U GST/mg de proteina (p>0.05) (Fig. 24).
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Figura 24. Actividad de glutation-s-transferasa (U GST/mg proteina) en tejidos de tiburén mako en Isla
Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. N= 20, *p<0.05.

No se observaron diferencias significativas en la actividad de GST entre sexos
para el musculo (hembras 6.33 U GST/mg de proteina, machos 6.09 U GST/mg de
proteina, p>0.05) ni para el higado (hembras 10.03 U GST/mg de proteina, machos
10.19 U GST/mg de proteina, p>0.05). En rifion las hembras tuvieron una mayor
actividad de GST (30.19 U GST/mg de proteina) que los machos (19.59 U GST/mg de

proteina, p<0.05) (Fig. 25).
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Figura 25. Actividad de glutation-s-transferasa (U GST/mg proteina) en tejidos de tiburon mako en Isla
Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estdndar. n $=11, n 3=9,
*
p<0.05.

Catalasa
La actividad de la CAT en el higado (48319.95 U CAT/mg de proteina) de
tiburon mako es significativamente mayor al rifion (4553.75 U CAT/mg de proteina,

p>0.05) y el muasculo (2108.60 U CAT/mg de proteina, p>0.05) (Fig. 26).

70000.00

%

60000.00

50000.00

40000.00

30000.00

U CAT/mg proteina

20000.00
10000.00

0.00
Musculo Higado Rifiéon
Tejido
Figura 26. Actividad de catalasa (U CAT/mg proteina) en tejidos de tiburén mako en Isla Magdalena,
Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. N= 20, *p<0.05.
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De igual manera, se encontraron diferencias significativas entre hembras y
machos para los tres tejidos. Los valores obtenidos fueron los siguientes; en musculo,
hembras 1664 U CAT/mg de proteina, machos 2651.79 U CAT/mg de proteina
(p<0.05); en higado, hembras 36447.54 U CAT/mg de proteina, machos 62830.67 U
CAT/mg de proteina (p<0.05); rifion, hembras 5613.21 U CAT/mg de proteina, machos

3258.58 U CAT/mg de proteina (p<0.05) (Fig. 27).
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Figura 27. Actividad de catalasa (U CAT/mg proteina) en tejidos de tiburén mako en Isla Magdalena, Baja
California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. n =11, n 3=9, *p<0.05.

Superdxido dismutasa

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la actividad enzimatica de
SOD en el rifion (2714.77 U SOD/mg de proteina) con respecto a musculo (778.53 U
SOD/mg de proteina, p>0.05) e higado (788.29 U SOD/mg de proteina, p>0.05) (Fig.

28).
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Figura 28. Actividad de superdxido dismutasa (U SOD/mg proteina) en tejidos de tiburon mako en Isla
Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. N= 20, *p<0.05.

En musculo las hembras de tiburon mako presentaron menor actividad de SOD
(374.10 U SOD/mg de proteina), que los machos (1272.84 U SOD/mg de proteina,
p<0.05); en higado las hembras presentaron menor actividad de SOD (459.44 U
SOD/mg de proteina) que los machos (1190.22 U SOD/mg de proteina, p<0.05) v,
finalmente en el rifion, las hembras registraron mayor actividad de SOD (3340 U

SOD/mg de proteina) que los machos (1950 U SOD/mg de proteina, p<0.05) (Fig. 29).
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Figura 29. Actividad de superdxido dismutasa (U SOD/mg proteina) en tejidos de tiburon mako en Isla
Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio + error estandar. n 9=11, n §=9,
*
p<0.05.

Tabla III. Actividad de las enzimas antioxidantes en tejidos de hembras y machos de tiburén
mako de Isla Magdalena Baja California Sur. Los datos se presentan como promedio =+ error
estandar.

Enzima Tejido
Hembras (n=11) 16.01 £5.25
Musculo 18.73 £ 5.79
Machos (n=9) 22.04+11.52
Glutation Reductasa Hembras (n=11) 19.40 £ 13.22
Higado 33.80 + 18.01
(U GR/mg proteina) Machos (n=9) 51.40 £ 37.07
Hembras (n=11) 89.56 +£23.35
Rifion 72.16 £17.19
Machos (n=9) 50.90 + 25.00
Hembras (n=11) 67.42 +£21.91
Musculo 62.08 +17.74
Machos (n=9) 55.55+30.31
Glutatién Peroxidasa Hembras (n=11) 19.59 +12.20
Higado 23.53+£9.79
(U GPx/mg proteina) Machos (n=9) 28.35+16.54
Hembras (n=11) 152.68 + 48.32
Rifion 114.10 £33.23
Machos (n=9) 66.96 + 41.89
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Enzima Tejido
Hembras (n=11) 6.33£2.19
Musculo 6.23+1.62
Machos (n=9) 6.09 £2.55
Glutation-S-
Hembras (n=11) 10.03 £ 6.29
Transferasa Higado 10.10 £ 4.44
Machos (n=9) 10.19 + 6.60
(U GST/ mg proteina)
Hembras (n=11) 30.19+8.30
Rifion 25.42 +6.89
Machos (n=9) 19.59+11.75
Hembras (n=11) 1664.17 + 756.86
Musculo 2108.60 + 653.36
Machos (n=9) 2651.79 + 1144.87
Catalasa Hembras (n=11) | 36447.54 + 22114.85
Higado | 48319.95+23083.26
(U CAT/mg proteina) Machos (n=9) 62830.67 + 44912.75
Hembras (n=11) 5613.21 £ 1561.34
Rifion 4553.75 + 1145.78
Machos (n=9) 3258.84 £ 1680.28
Hembras (n=11) 374.10 £ 172.77
Musculo 778.53 £256.15
Machos (n=9) 1272.84 +£495.13
Superéxido Dismutasa Hembras (n=11) 459.44 + 372.69
Higado 788.29 £ 442.85
(U SOD/mg proteina) Machos (n=9) 1190.22 + 886.66
Hembras (n=11) 3340.18 = 781.19
Rifion 2714.77 £ 607.35

Machos (n=9)

1950.38 + 938.99

Relacion entre elementos traza e indicadores de estrés oxidativo

Se encontraron correlaciones entre la actividad de GPx y la concentracion de Pb

(r=0.2582, p<0.05) Cd (1= -0.2966, p<0.05) y As (1= -0.3123, p<0.05), asi como entre

la concentracion de As con CAT (1= -0.2841, p<0.05) y SOD (r= -0.2757, p<0.05) en

musculo de tiburon mako. Para el higado se encontr6 una correlacion entre la

concentracion de As y la actividad de GR (= -0.1732, p<0.05). Para el rifion no se

encontraron correlaciones significativas entre las concentraciones de los elementos traza

y los indicadores de estrés oxidativo.
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DISCUSION

Las tallas obtenidas para hembras y machos de tiburon mako coinciden con las
tallas reportadas para organismos jovenes que no han alcanzado la madurez sexual
(Stevens, 1983).

Concentracion de elementos traza

En este estudio se encontraron concentraciones muy bajas de Pb en tejidos de
hembras (M=0.28 mg/kg, H=0.15 mg/kg, R=0.31 mg/kg) y machos (M=0.29 mg/kg,
H=0.12 mg/kg, R=0.22 mg/kg) de tiburén mako en Isla Magdalena, lo que quiza se
deba a la corta edad de los individuos muestreados y a su composicion pobre en grasa.
Nuestros resultados coinciden con reportes anteriores. Se reportd que los tiburones de
profundidad del Mar Mediterraneo (Centrophorus granulosus y Galeus melastomus)
presentan niveles de Pb debajo del limite detectable (Hornung et al., 1993). Se presume
que los bajos niveles de Pb, que es un compuesto liposoluble (Alday et al., 1988), en
tiburon podian deberse a la composicion del misculo ya que es una especie rica en
proteina pero pobre en grasa (Hardisson et al.,1997). Por otro lado, Tarley et al. (2001)
reportaron niveles de Pb (0.77 a 2.15 pg/g) en sardinas enlatadas producidas en Brasil y
comprobaron que las concentraciones presentes no superaban los niveles autorizados
por la legislacion brasilefia (2,0 pg/g).

Los niveles de Pb encontrados en tejidos de tiburon mako (M=0.29 mg/kg,
H=0.14 mg/kg, R=0.27 mg/kg) en este estudio no rebasan la concentracion maxima
permisible de Pb en carne de pescado (1mg/kg) en México segiin la NOM-027. Sin
embargo, de acuerdo a las normas establecidas por la Union Europea que establecen la

concentracion maxima permisible de Pb en carne de tiburén que es de 0.2 mg/kg, los
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resultados obtenidos en musculo (0.29 mg/kg) y rifion (0.27 mg/kg), estan dentro del
limite del maximo permisible.

Se observo que la mayor concentracion de Cd fue en el higado de tiburén mako.
De manera similar, Nufiez-Nogueira en 2005 encontr6 la mayor concentracion de Cd en
el higado en comparacion con musculo, branquias y cerebro del cazén picudo
Rhizoprionodon terraenovae en el Golfo de México. Por otra parte, se reporta mayor
concentracion de Cd en el musculo de hembras que en machos del tiburén puntas negras
Carcharhinus limbatus del Golfo de México. Las diferencias entre sexos en la
concentracion de Cd puede deberse al estado de madurez de los individuos, lo cual esta
asociado con cambios fisioldgicos en las gonadas y/o en la movilizacion de lipidos de
reserva (Betka & Callard, 1999). En contraste, en el presente estudio no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de Cd entre sexos en los tejidos de tiburdn
mako, quiza debido a que todos los organismos colectados fueron juveniles.

Los niveles de Cd encontrados en higado y rifion de tiburén mako en Isla
Magdalena rebasan las normas Mexicana (NOM-027) y de la Union Europea, las cuales
son de 0.5 mg/kg y 0.05 mg/kg, respectivamente. La toxicidad de los metales en peces
esta relacionada con anemia, hipoglicemia, cancer, patologia en branquias,
inmunodeficiencia, etc. (Heat, 1987; Sinderman, 1989), y puede aumentar por
combinacion del metal con otros elementos (Reichenback-Klinke, 1980). Ademas, en
humanos puede causar algunos sintomas de toxicidad crénica, incluyendo deterioro de
la funcién renal, baja capacidad reproductiva, hipertension, tumores y disfuncion
hepatica (Luckey & Venugopal, 1977).

En hembras de tiburén mako se encontrd6 una mayor concentracion de Hg en

musculo e higado que los machos. Lo anterior puede estar relacionado con la talla de los
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individuos ya que, aunque todos los tiburones analizados fueron juveniles, las hembras
fueron de mayor talla que los machos. Por lo general, los organismos de mayor tamafio
presentan tasas metabolicas mas elevadas (Marcotrigiano & Storelli, 2003). Ya que la
asimilacion de Hg estd asociada con la dieta (Storelli et. al., 2002; 2003), se podria
sugerir que las hembras de tiburén mako ingieren mayor cantidad de alimento y, por
ende, Hg que los machos. Los tiburones son susceptibles a la presencia de Hg, ya que
son considerados como organismos longevos (Lyle, 1984). Esta longevidad, en conjunto
con una tasa de crecimiento relativamente baja y el alto nivel tréfico en que se
posicionan los tiburones, contribuye a la acumulacion de Hg. Pelletier (1995) considera
que la bioacumulacion de Hg es resultado de multiples factores, incluyendo factores
medioambientales, como habitat y estacion del afio, factores biologicos, como
mecanismos excretores, tasas de crecimiento bajas y nivel trofico, y factores
antropogénicos como sobrepesca. Las complejas interacciones entre estos factores
también contribuyen a determinar el contenido de Hg en cada organismo o especie
(Nunez-Nogueira, 2005).

Por otro lado, se encontraron bajas concentraciones de As en los tejidos
analizados del tiburon mako, lo cual puede deberse a la corta edad de los individuos o al
tamafio de muestra muy pequefio. Aunque no se encontraron diferencias significativas
entre tejidos, se observaron diferencias en los niveles de As entre sexos en musculo e
higado siendo mayor en machos para el musculo, y mayor en hembras para el higado.
Ello quiz4 sugiere que los machos tienen un mayor grado de exposicion al metaloide, ya
que el musculo es conocido como el mejor indicador de una exposicion crénica a
contaminantes, mientras que el higado es reconocido como el tejido que refleja

exposicion a contaminantes por un corto tiempo (Albaigés et. al., 1987). De igual
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forma, la alimentacion quiza juegue un papel importante ya que se sabe que aunque la
dieta de hembras y machos es similar, las hembras tienden a ser méas selectivas con su
alimento (Velasco, 2005). Se puede asumir que la dieta y los habitos alimenticios de los
tiburones explican la presencia de As en sus cuerpos (Turozcy et. al, 2000). Sin
embargo, una parte puede ser absorbida desde solucion, ya que el As en los océanos es
uno de los mas concentrados (entre 1.1-1.9 pg L), comparado con otros metales no
esenciales como Hg, Cd y Pb; los cuales normalmente se encuentran por debajo de los
0.1 pg L 0 menos (Summerhayes & Thorpe, 1996).

Elementos traza v dano oxidativo

No se encontraron correlaciones significativas entre los elementos traza
estudiados y los indicadores de dafio oxidativo, como producciéon de O,”, peroxidacion
de lipidos y proteinas carboniladas, en ninguno de los tejidos de tiburon mako
estudiados. Es posible que el dafio oxidativo encontrado en los tejidos de tiburon mako
puede deberse a otros factores, como la actividad fisica. Compagno (2001) y Bernal
(2003), sugieren que I. oxyrinchus es un nadador sumamente activo, capaz de perseguir
presas muy veloces como los atunes y otros tiburones. Lo anterior sugiere que el
metabolismo de esta especie es acelerado y, por lo tanto, se esperaria que generara
cantidades elevadas de O,".

La produccion de O;” en tejidos de tiburon mako en este estudio son menores a
lo reportado por Lopez (2007), quién establecio que el tiburon mako es un organismo
cuyas caracteristicas fisioldgicas y de alimentacion lo hacen mas susceptible a la
formacion de EROS que otros tiburones, por ejemplo, Sphyrna zygaena. Los factores
que pueden relacionarse con la menor produccion de O, en los tiburones del presente

estudio son: la edad de los individuos y los hébitos de alimentacion que presentan. Por
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ejemplo, de manera general, se sabe que el tiburon mako en la costa occidental de Baja
California Sur presenta una baja amplitud de dieta, que indica una conducta alimenticia
especialista y gran selectividad por sus presas (Velasco, 2005). Sin embargo, las
hembras muestran selectividad por el alimento mientras que los machos tienen una dieta
menos selectiva, aunque el consumo de presas en ambos es similar indicando que existe
una sobreposicion de dieta. Por otro lado, juveniles de tiburon mako tienen selectividad
por su alimento, mientras que para los adultos la alimentacion tiende a ser generalista;
asi mismo, presentan una baja sobreposicion de dieta, por lo que se deduce que sus
presas son diferentes (Velasco, 2005).

En este estudio se trabajo con organismos juveniles, los cuales consumen
principalmente una presa, el triglido Prionotus albirostris (Rubio rey), el cual es
considerado como una especie poco abundante de la familia de los triglidos en la costa
occidental de Baja California Sur, y no parece migrar en ninguna época. Esta presa se
encuentra entre 40 y 100 m, con preferencia por los 80 m de profundidad (Schmitter-
Soto, 1992), por lo que se infiere que los tiburones realizan migraciones hacia el bentos
a una profundidad maxima de 100 m para la captura de esta presa. La segunda especie
de pez en importancia en la dieta del tiburon mako es Scomber japonius, el cual es un
organismo abundante en el area pelagico-costera, ocasionalmente epipelagica (Fischer
et. al., 1995). Es considerado un nadador rapido y activo formador de cardumenes
grandes, lo cual permite a sus depredadores maximizar la eficiencia de captura debido a
la mayor disponibilidad y abundancia de este tipo de presas (Galvan et. al., 1989). Estas
caracteristicas de las principales presas de los juveniles de tiburon mako indican que
posiblemente requieran un menor esfuerzo fisico para obtener su alimento, al no bajar a

profundidades muy grandes, y al capturar facilmente a sus presas. Posiblemente, por
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ello no se encontraron diferencias significativas en la produccion de O, entre tejidos y
sexo. Wdzieczak et. al. (1982), reportaron en un estudio comparativo de las actividades
de SOD y CAT y peroxidacion lipidica en eritrocitos e higado de diferentes especies de
peces, que los peces mas jovenes muestran mayor actividad antioxidante.

Pese a la baja produccion de O,” se encontraron que si existen diferencias
significativas en la peroxidacion de lipidos y proteinas carboniladas entre tejidos y
sexos, notandose que el mayor dafio se encuentra principalmente en higado y rifion. Se
observd que los machos presentan un valor mas alto de peroxidacion de lipidos en
comparacion a las hembras en el higado y de proteinas carboniladas en higado y rifion.

Se sabe que el exceso de oxidantes y la lipoperoxidacion pueden inducir
modificaciones en los niveles de algunos antioxidantes (Brites et al., 1999). Elevadas
concentraciones de oxigeno disuelto en los tejidos pueden aumentar la probabilidad de
formacion de hidroperoxidos lipidicos y activar la cadena de propagacion de radicales
lipidicos (Abele & Puntarulo, 2004). Es importante mencionar que en el higado de
tiburones y rayas se han encontrado niveles muy altos de productos de peroxidacion
lipidica, principalmente el MDA (Wilhem-Filho & Boveris, 1993). Segin Bernal (2003)
en el tiburon mako se encuentran grandes concentraciones de hemoglobina (Hb) y
mioglobina (Mb), las cuales pueden generar ERO y aumentar su reactividad por otras
vias como la autooxidacién a oxihemoglobina y oximioglobina que permiten la
formacion de O,", y por lo tanto, la formacion de H,O, e iniciar la peroxidacion
lipidica. La produccién de ERO proveniente de la Hb se puede aumentar al disminuir la
presion parcial del oxigeno en la sangre de capilares y venas asociadas al ejercicio

(Cooper et al., 2002).
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Por otro lado, se ha demostrado que la sintesis del oxido nitrico (NO), que es un
radical libre del nitrogeno, en espermatozoides de ratéon y de humano puede inducir la
peroxidacion de los lipidos de la membrana espermatica (Herrero et al.,, 1996), en este
proceso se involucra adicionalmente el anion superoxido (O;") que es una ERO que al
interaccionar con el 6xido nitrico forma peroxinitrito, una molécula precursora de
radicales "OH, que realmente seria la responsable de la lipoperoxidacion (Membrillo ez.
al., 2003). Cabe la posibilidad de que participen otros radicales libres que no se hayan
medido en este estudio.

Otro factor que podria explicar por qué, de manera general, se observa un mayor
dafio oxidativo en los machos de tiburén mako es el estado hormonal. Se sabe que en
humanos la estructura quimica de los estrogenos, fundamentalmente del 17p-estradiol,
permite atribuirle un papel antioxidante a esta molécula debido a que el anillo A del
estradiol presenta un grupo hidroxilo y también dobles enlaces conjugados. Esta
particularidad sugiere la posibilidad de una proteccion antioxidante adicional, a partir de
los estrogenos, en las mujeres (Ruiz-Larrea et al., 1997; Requintina & Oxenkrug, 2005).
Elementos traza y actividad enziméitica antioxidante

En los ambientes marinos los diferentes organismos estan expuestos de manera
cronica a bajas cantidades de contaminantes, entre ellos metales pesados y metaloides; y
aunque no les provocan la muerte, sufren alteraciones a nivel molecular que se traducen
en cambios estructurales y funcionales, los cuales pueden ser determinados empleando
marcadores biologicos, tales como la actividad de diferentes enzimas antioxidantes
(Heath, 1995). Podriamos considerar al tiburén mako como un organismo bioindicador,
debido a su importancia en la cadena alimenticia y a su importancia econdmica. En

general, los metales pueden modificar el metabolismo de proteinas y la forma de
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afeccion depende del tipo de toxico, el tiempo de exposicion y la concentracion a la que
se exponga el organismo (Camacho-Sanchez, 2007).

En el presente trabajo se encontr6 una correlacion positiva entre la actividad de
la GPx y la concentracién de Pb en musculo del tiburén mako. Se sabe que en humanos,
una gran acumulacion de Pb en las células puede catalizar la reaccion de Fenton
generando un mayor estrés oxidativo (Lidner, 1999) lo que quiza explique el aumento
en la actividad de GPx observado en tiburon mako. Por otro lado, se observd que la
actividad de la GPx disminuye conforme aumenta la concentracion de Cd en el musculo
del tiburon mako. Al parecer, este metal puede intensificar la peroxidacion lipidica a
través de la inhibicion de la SOD y otras enzimas (Gutiérrez-Reyes et. al. 1998). El Cd
posee una gran capacidad para bioconcentrarse en los tejidos, debido a su alta
solubilidad en agua (Prager, 2002), por lo que estd mas biodisponible al organismo. El
mecanismo por el cual el Cd inicia la formacion de ERO puede deberse
fundamentalmente a que este metal provoca un descenso intracelular del contenido de
GSH y reduce la actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx, permitiendo
la acumulacion de ERO vy, por lo tanto, un incremento del estrés oxidativo intracelular
(Waisberg et al., 2003).

El Cd no es un metal redox activo y no puede desencadenar por si mismo
reacciones tipo Fenton (Walkees & Poirier, 1984). Este elemento no es directamente
genotoxico (ILA.R.C., 1993; Dally & Hartwig, 1997) sino que induce estrés oxidativo
mediante mecanismos indirectos, como el descenso de antioxidantes celulares y la
liberacion de ERO en la mitocondria (Waisberg et al., 2003). La intensificacion del
metabolismo oxidativo da lugar a la generacion de O,", el cual puede transformarse por

conversion enzimatica o espontanea a H,O, que, a través de la reaccion de Fenton puede
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generar ‘OH que es altamente toxico. De forma indirecta, esta sobreproduccion de
moléculas oxidantes podria ser la responsable de un importante nimero de dafios
ocasionados en el ADN, asi como, de la generacion de proteinas con plegamientos

defectuosos (Bertin & Averbeck, 2006).
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Figura 30. Efectos toxicos inducidos por el cadmio a nivel celular. H,O,: peroxido de hidrogeno, O,":
radical superoxido, "OH: radical hidroxilo (Tomado de Romero ef al., 2008).

El Cd también puede incrementar la generacion de ERO inhibiendo el complejo
IIT de la cadena de transporte electronico mitocondrial, que parece ser el principal lugar
de produccion de O,” (Wang, 2004).

En este estudio también se pudo observar que en musculo e higado de tiburon
mako se registran correlaciones negativas entre la concentracion de As y la actividad de
las enzimas GPx, CAT, SOD y GR. Si el As esta en su forma trivalente, es decir, como
arsenito, con una fuerte afinidad a los grupos sulfhidrilo, éste puede poseer un potente

riesgo toxicoldgico por medio de la inhibicion de la actividad de varias enzimas (Gorby,
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1994). Manna et al. (2007) reportaron que el As causa un significativo dafio hepatico
en higado de raton. Ademas, causa un incremento en la tasa de produccion de ERO,
como el Oy7, 'OH y Hy0O,. Este aumento en la produccion de ERO propicia
peroxidacion lipidica y oxidacion de proteinas (Yamauchi, 2004), puede disminuir los
niveles de GSH y conducir a la supresion de la actividad de las enzimas antioxidantes,

SOD, CAT, GST, GR y GPx en células de higado (Manna et al., 2007).

CONCLUSIONES

- De los cuatro elementos traza analizados, el Pb y Cd presentaron
concentraciones por arriba de los limites maximos permisibles en un 45% de los
organismos muestreados, siendo éstos considerados como metales toxico y muy toxico,
respectivamente. Las concentraciones mas elevadas de Hg y As fueron reportadas para
las hembras de tiburén mako.

-No se encontraron diferencias en la produccion de O,  entre los tejidos
estudiados y entre sexos de tiburon mako.

-Tanto la peroxidacion de lipidos como las proteinas carboniladas sugieren
mayor dafio oxidativo en el higado y, particularmente en los machos de tiburon mako,
en higado y rifon.

-De manera general se observa que la mayor actividad antioxidante se expresa
en higado y rifidn, tanto en hembras como machos de tiburén mako.

-El metaloide As y el metal pesado Cd pueden jugar un papel importante como

inhibidores de ciertas enzimas antioxidantes.
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