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Resumen

Los ajustes cardiovasculares que permiten a los pinnipedos bucear provocan ciclos
continuos de isquemia/reperfusion durante y después de un buceo. La isquemia/reperfusion
es una patologia que en mamiferos terrestres conlleva la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ERO) y el dafio oxidativo. Estudios previos sugieren que antioxidantes
enzimaticos ayudan a los pinnipedos a contrarrestar la produccion de ERO derivada del
buceo evitando el dafio oxidativo. A la fecha no existe evidencia de la participacion de
antioxidantes no enzimaticos contra la produccién de ERO derivada de la respuesta al
buceo. En la primera parte de este trabajo se estudid la participacion del sistema del
glutation (GSH) como mecanismo de defensa antioxidante contra la isquemia/reperfusion
asociada al buceo. Los resultados sugieren que la disponibilidad y el reciclamiento del GSH
en tejidos de foca contribuyen de manera importante a contrarrestar la produccién post-
buceo de ERO y atenuan el dafio oxidativo. Por otra parte, se sabe que la intensidad de la
isquemia durante un buceo depende de la duracion del mismo y que algunas especies de
pinnipedos son capaces de realizar buceos mas largos y profundos que otras. En la segunda
parte de este estudio se comparé la capacidad tisular para producir ERO, el dafio oxidativo,
la actividad enzimatica antioxidante y la concentracion de GSH entre tejidos de tres
especies de pinnipedos con capacidades fisioldgicas de buceo distintas. Los resultados
indican que la capacidad tisular para producir ERO esta estrechamente relacionada con la
capacidad fisioldgica de buceo y que las tres especies estudiadas estan eficientemente
preparadas para tolerar la isquemia/reperfusion asociada al buceo. Aunado a lo anterior, los
resultados sugieren la posibilidad de que los mecanismos adaptativos que permiten a focas

y lobos marinos tolerar ciclos continuos de isquemia/reperfusion derivados de la respuesta



al buceo sean distintos y dependan de las implicaciones metabdlicas asociadas a la

capacidad para bucear que tiene cada especie.

Vo. Bo. Dra. Tania Zenteno Savin

Directora de tesis



Abstract

Cardiovascular adjustments that allow pinnipeds to perform long and deep dives
result on repetitive cycles of ischemia/reperfusion during and after diving.
Ischemia/reperfusion is a pathology that in terrestrial mammals induces ROS production
and oxidative damage. Previous studies suggest that enzymatic antioxidants help pinnipeds
to counteract dive-derived ROS production and to avoid oxidative damage. Until now, no
evidence of a role of non enzymatic antioxidants in counteracting dive-associated ROS
production is available. In the first chapter of this work we studied the participation of the
glutathione (GSH) system in counteracting dive-derived ROS production by comparing
GSH content, oxidative damage, and the activity of the enzymes that participate in GSH
recycling and maintenance between seal and pig tissues. Results suggest that GSH
availability and recycling are important antioxidant mechanisms for counteracting post-
diving ROS production and to avoid oxidative damage. On the other hand, it is known that
the intensity of ischemia during diving depends mainly on dive duration and that, in
general, phocid seals are capable of performing longer dives than sea lions. In order to
address how different pinniped species are prepared to tolerate dive-derived
ischemia/reperfusion we compared, in the second part of this study, the capacity to produce
ROS, oxidative damage, antioxidant enzymes activity and GSH content among hooded
seal, harp seal and California sea lion tissue samples. Results suggest that tissue capacity to
produce ROS is strongly related to physiological diving capacity of the studied species, and
that all the studied species have highly develop antioxidant systems and are well prepared
to tolerate post-diving ROS production. Additionally, a possible difference in the
adaptation mechanisms that contribute to counteract dive-associated ischemia/reperfusion

between seals and sea lions is suggested.
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1. Introduccion

Los pinnipedos (Carnivora: Pinnipedia) son un grupo de mamiferos marinos
clasificados en dos superfamilias: Phocoidea y Otarioidea. La superfamilia Phocoidea esta
compuesta por la familia Phocidae, mientras que la superfamilia Otarioidea, por las familias
Odobenidae y Otariidae (Reynolds et al. 1999).

La familia Odobenidae es monoespecifica, su representante, Odobenus rosmarus (la
morsa), tiene dos variedades: atlantica y pacifica. La familia Otariidae estd compuesta las
subfamilias Arctocephalinae y Otariinae. Los géneros que integran a la subfamilia
Arctocephalinae (lobos finos) son Arctocephalus (lobos finos de Guadalupe, de Juan
Fernandez, Sudamericano, Neozelandés, Antartico, Subantartico y del Cabo) y Callorhinus
(lobo fino del Norte). Los géneros que integran a la subfamilia Otariinae (lobos marinos)
son Phocartos (lobo marino de Nueva Zelanda), Neophoca (lobo marino Australiano),
Otaria (lobo marino del Sur), Zalophus (lobo marino de California, de Galapagos y
Japonés) y Eumetopias (lobo marino de Steller) (King 1983, Riedman 1990).

La familia Phocidae se divide en las subfamilias Monachinae (focas del sur) y
Phocinae (focas del norte). La subfamilia Monachinae tiene tres grupos: 1) el del género
Mirounga (elefantes marinos), 2) el del género Monachus (focas monje) y 3) el de las focas
antarticas, que incluye a los géneros Leptonychotes (foca de Wedell), Ommatophoca (foca
de Ross), Lobodon (foca Cangrejera) e Hydrurga (foca Leopardo). La subfamilia Phocinae
también estd compuesta por tres grupos: 1) Cystophorini, que es exclusivo para el género
Cystophora (foca de casco), 2) Erignathini, que es exclusivo para el género Erignathus
(foca barbada) y 3) Phocini, que presenta dos géneros: Phoca (focas anillada, comun, de

arpa, de liston y de Largha) y Halichoerus (foca gris) (Riedman 1990).



Todos los pinnipedos necesitan bucear para alimentarse y para escapar de sus
depredadores. Durante el buceo, los pinnipedos experimentan asfixia progresiva, es decir,
la conjuncién de hipoxia (disminucion de la concentracion de O;), hipercapnia (incremento
en la concentracion de COy;) y acidosis (acumulacion de iones hidrégeno) (Elsner y Gooden
1983). Debido a ésto, los pinnipedos tienen que resolver el problema de bucear con
concentraciones limitadas de oxigeno y evitar exceder el metabolismo aerobio para no
intoxicarse con concentraciones altas de lactato y CO, (Kooyman y Ponganis 1998, Elsner
1999, Davies y Kanatous 1999).

Las adaptaciones fisiologicas que permiten a los pinnipedos bucear con
concentraciones limitadas de O,, usando al maximo sus reservas totales de oxigeno
corporal (TBO;), incluyen contenidos altos de hemoglobina y mioglobina, asi como
densidades mitocondriales y volimenes sanguineos elevados (Kooyman y Ponganis 1998,
Kanatous et al. 1999, Elsner 1999, Kanatous et al. 2002). Los ajustes del sistema
cardiorrespiratorio, que se conocen en conjunto como respuesta al buceo, y que se
presentan cada vez que los pinnipedos se sumergen, consisten en suspender la ventilacion
pulmonar (apnea), disminuir el ritmo cardiaco (bradicardia) y dirigir el flujo sanguineo
hacia el cerebro y el corazéon mediante vasoconstriccion periférica (Kooyman y Ponganis
1998, Elsner 1999).

Mientras los pinnipedos bucean, la bradicardia y la vasoconstriccion periférica
desencadenan isquemia (suspension del flujo sanguineo) selectiva en todos los tejidos y
organos viscerales, con excepcion del cerebro (Gooden y Elsner 1985). Al término de un
buceo, con la primera respiracion se recupera el ritmo cardiaco y se eliminan metabolitos

acidos y CO, al tiempo que se reestablece el flujo de sangre (reperfusion) y de oxigeno



(reoxigenacion) hacia todos los tejidos y organos (Elsner 1999). Aunque el grado de
bradicardia y de vasoconstriccion periférica varian dependiendo de la duracion del buceo,
mientras los pinnipedos bucean, todos sus 6rganos y tejidos experimentan una reduccion en
el abasto de oxigeno que resulta en hipoxia (Costa et al. 2001).

La isquemia/reperfusion es una patologia que en mamiferos terrestres induce la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y el estrés oxidativo (Halliwell y
Gutteridge 1999). El estrés oxidativo es una condicion fisiopatoldgica originada cuando la
tasa de produccion de ERO excede a la tasa de descomposicion de las mismas (Sies 1985).

El término ERO se refiere a los radicales libres de oxigeno y sus intermediarios. Los
radicales libres de oxigeno son moléculas de existencia independiente con uno o mas
electrones desapareados en su ultimo nivel de energia, que se forman en todas las células
aerobias durante la reduccion monovalente del oxigeno (O;) que ocurre de manera
constante en la cadena de transporte de electrones (Halliwell y Gutteridge 1999). En la
primera reduccidn del O, se produce el radical superoxido (O,"), anidn que es precursor del
perdxido de hidrogeno (H,O,). E1 H,O, y el O," pueden combinarse entre si y/o con iones
metalicos (reacciones de Haber-Weiss y Fenton) y dar lugar al radical oxhidrilo (HO"), que
es capaz de reaccionar con carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos causando
dafio oxidativo. El dafio oxidativo es trastorno celular ocasionado por las ERO que se ve
reflejado en la oxidacién de biomoléculas y puede producir muerte o pérdida de la funcion
celular (McCord y Fridovich 1969, Halliwell y Gutteridge 1999, Hermes-Lima et al. 2001).

La isquemia/reperfusion induce la produccion de ERO porque durante la isquemia,
la degradacion del ATP (producto de la disminucion en la concentracion de oxigeno) lleva

a la acumulacion de hipoxantina (HX) y al aumento de calcio intracelular, mecanismo que a



su vez activa lipasas y proteasas calcio-dependientes capaces de promover la conversion
proteolitica de la enzima xantina deshidrogenasa (XDH) en xantina oxidasa (XO). Durante
la reperfusion, la XO actia sobre HX y O, generando O,", H,O,, xantina y acido trico
(Kuppusamy y Zweier 1989, Thompson-Gorman y Zweier 1990, Halliwell y Guteridge
1999).

En las células animales, la produccion y el efecto de las ERO son contrarrestados
por mecanismos fisioldgicos que pueden organizarse en tres grupos: 1) la inhibicion de
sistemas generadores de ERO; 2) la activacion de sistemas reparadores de dafio ocasionado
por ERO, y 3) la concentracion y actividad de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos,
capaces de remover ERO o convertirlas en productos menos reactivos (Zenteno-Savin
2002). Los antioxidantes enzimaticos son el primer mecanismo de defensa contra las ERO
ya que estan involucrados directamente en las reacciones en cadena que las producen
(Halliwell y Gutteridge 1999, Hermes-Lima et al. 2001, Hermes-Lima y Zenteno-Savin
2002). Los antioxidantes no enzimaticos de bajo peso molecular como el glutation (GSH) y
las vitaminas, también participan directamente como atrapadores de ERO o como co-
factores para enzimas antioxidantes (Halliwell y Gutteridge, 1999).

La superdxido dismutasa (SOD) es una metaloenzima que se presenta en animales
en dos isoformas: mitocondrial y citosolica (McCord y Fridovich 1969, Hermes-Lima et al.,
2001). La forma mitocondrial (Mn-SOD) utiliza manganeso como cofactor mientras que la
forma citosodlica (Cu,Zn-SOD) usa cobre y zinc (Fridovich 1998). Se ha identificado
también una forma extracelular (EC-SOD) que también usa cobre y zinc como cofactores

(Halliwell y Gutteridge 1999). La SOD es el primer mecanismo de defensa contra las ERO,



su funcion es catalizar la dismutacion del O,” en HyO, y O, (McCord y Fridovich 1969,
Pippenger et al. 1998).

La catalasa (CAT) es una proteina con un grupo férrico unido a su sitio activo, que
se encuentra en el citosol y en los peroxisomas y cuya funcion principal es regular los
niveles de H,O, (Pippenger et al. 1998, Halliwell y Gutteridge 1999). La CAT también
actlia en reacciones peroxidativas en las que estan involucrados sustratos que donan
hidrogeno, como metanol, etanol y fenoles (Aebi 1984, Pippenger et al. 1998). La glutation
peroxidasa (GPx) es otra enzima que regula los niveles de H,O,, ademds de remover
peroxidos orgéanicos. Su mecanismo de accion consiste en conjugar al H,O, con GSH
dando como resultado agua y glutation disulfuro (GSSG).

La glutation-S-transferasa (GST) cataliza los procesos de destoxificacion
conjugando xenobiodticos con GSH (Jakoby 1985). Especificamente, la GST cataliza el
ataque nucelofilico del atomo de azufre del GSH en un segundo sustrato. La GST se
localiza en el citoplasma, en el nucleo y en la superficie celular (Tsuchida 2000) y puede
tener actividad acarreadora de muchos compuestos al actuar como ligandina, y actividad
peroxidasa al remover productos de desecho de la peroxidacion lipidica como el
malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4HNE) (Prohaska 1980, Habing y Jakoby
1981). Al igual que para la GPx, las reacciones cataliticas de la GST involucran al GSH y
dan como resultado GSSG.

El GSH (y-glutamil-cisteinil-glicina) es, de entre los antioxidantes endogenos no
enzimaticos de bajo peso molecular, el mas abundante en las células animales. E1 GSH es

un tiol tripéptido no proteico formado por residuos de cisteina, glicina y acido glutdmico; se



sintetiza mediante la catalisis de las enzimas glutamato cisteina ligasa (y-glutamil-cisteina
sintetasa) y glutation sintetasa (Kosower y Kosower 1978), resiste la degradacion
intracelular por peptidasas y participa en la remocién de HO" y oxigeno sigulete (O™)
ademads de ayudar a mantener el ascorbato intracelular y de ser usado como co-factor por
las enzimas GST y GPx en reacciones que promueven su oxidacion a GSSG. El GSSG es
reciclado a GSH por accion de la enzima glutation disulfuro reductasa (GR) que usa
NADPH como reductante; el NADPH es a su vez mantenido por la enzima glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en un sistema ciclico que previene la pérdida de GSH
(Prohaska 1980, Kosower y Kosower 1978, Meister y Anderson 1983, Halliwell y
Gutteridge 1999). El GSH ha sido identificado como uno de los mecanismos antioxidantes
que primero responden a la generacion de ERO producto de cambios en la concentracion de
oxigeno celular y del medio en diferentes especies de animales (Hermes-Lima y Zenteno-
Savin 2002).

El GSH y el GSSG son también la pareja 6xido-reductora mas abundante en tejidos
animales; la tasa GSSG/2GSH se usa como indicador del estado celular de 6xido-reduccion
(Kosower y Kosower 1978, Meister y Anderson 1983, Schaefer y Buettner 2001).

El presente trabajo estd enfocado a estudiar los mecanismos que permiten a los
pinnipedos contrarrestar la producciéon de ERO asociada a la respuesta al buceo y estd
dividido en dos capitulos. En el primero se estudi6 la participacion del sistema del GSH
como mecanismo de defensa contra las ERO producidas por la isquemia/reperfusion
asociada al buceo, comparando los niveles de GSH, la actividad de las enzimas que lo

reciclan y mantienen, y el dafio oxidativo entre tejidos de foca y de cerdo. Se usaron tejidos



de cerdo debido a las similitudes que existen en cuanto a metabolismo y contenido adiposo
entre focas y cerdos (Irving, 1956; Irving et al, 1956) y a las diferencias en cuanto a las
adaptaciones al buceo que presentan ambas especies (Elsner 1999).

En el segundo capitulo se compar6 la produccion y el efecto de las ERO, ademas de
la actividad de antioxidantes enzimaticos y el contenido de GSH entre tejidos de lobo
marino de California y de focas de casco y de harpa. Se escogieron éstas especies debido a
que presentan diferencias claras en sus capacidades fisioldgicas de buceo (Burns et al.
2007, Weise y Costa 2007). Mientras que la foca de casco es el pinnipedo que realiza los
buceos mas largos y profundos del artico (Folkow y Blix 1999), la foca de harpa realiza
buceos a profunidades medias y por tiempos no muy prolongados (Folkow et al. 2004), y el
lobo marino de California se caracteriza por bucear a poca profunidad y por poco tiempo
(Kooyman 2002, Costa et al. 2004).

En ambos capitulos se usaron diferentes tejidos (cerebro, corazon, rifion, higado,
pulmoén y musculo) con base en las comparaciones realizadas en estudios anteriores (Elsner
et al. 1995, 1998, Zenteno-Savin y Elsner 1998, 2000, Zenteno-Savin et al. 2002, Vazquez-
Medina et al. 2006) y porque se sabe que la isquemia/reperfusion, derivada de los ajustes

cardiovasculares asociados a la respuesta al buceo, es distinta en cada tejido (Elsner 1999).



2. Antecedentes

Los primeros en relacionar los antioxidantes con el buceo fueron Murphy y
Hochachka (1981), quienes encontraron cambios inusuales en la concentracion de GSH en
la sangre de focas de Wedell después de ser sometidas a buceos forzados.

Tiempo después, Elsner et al. (1995) observaron mayor capacidad de recuperacion y
mayor concentracion de HX en rifiones y corazones de foca que en rifiones y corazones de
perro después de exponerlos a isquemia experimental. Tres afios mas tarde, los mismos
autores encontraron mayor actividad de SOD en corazon de foca anillada que en corazén de
cerdo, y mayor concentracion de HX en corazoén y rifion de foca anillada que de cerdo en
condiciones basales (Elsner et al. 1998).

El mismo afno Zenteno-Savin y Elsner (1998) encontraron produccion diferencial de
0O," en distintos tejidos de foca anillada; dos afios después, encontraron que la capacidad
antioxidante total (AOX) no difiere significativamente entre los tejidos de la misma especie
de foca (Zenteno-Savin y Elsner 2000). Mas adelante, Zenteno-Savin et al. (2002)
encontraron que la elevada AOX minimiza el potencial dafio oxidativo derivado del buceo,
pese a que existe una mayor produccion de O,” en tejidos de foca anillada que en tejidos de
cerdo.

También en el 2002, Wilhelm-Filho et al. registraron mayor actividad enzimatica
antioxidante y mayor concentracion de GSH en la sangre de un grupo de mamiferos
marinos que en la de un grupo de mamiferos terrestres (Wilhelm-Filho et al. 2002).

Dos afios después, Johnson et al. (2004) mostraron que el factor inducible por
hipoxia 1 (HIF-1), una proteina que solamente es funcional en condiciones de hipoxia, y

que regula la expresion de tres grupos de genes relacionados con el metabolismo



energético, el suplemento de oxigeno y la proliferacion celular, estd presente en el genoma
de la foca anillada. En el 2005, otro trabajo de Johnson et al. (2005) sugiere que el HIF-1
interviene en el periodo posterior al buceo atenuando el estrés oxidativo derivado de la
isquemia/reperfusion y hace mas eficiente el re-llenado de los pulmones de foca.

Un afio mas tarde, Vazquez-Medina et al. (2006) encontraron que, en condiciones
basales, existe mayor actividad de SOD, CAT, GPx y GST en tejidos de foca anillada que

en tejidos de cerdo.
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3. Capitulo I: Participacion del sistema del glutation como mecanismo de defensa contra la

isquemia/reperfusion asociada al buceo en tejidos de foca anillada

3.1 Justificacion

En los pinnipedos, la primera respiracion después de un buceo reestablece el flujo
de sangre oxigenada hacia los tejidos isquémicos eliminando CO, y otros metabolitos
(Kooyman y Ponganis 1998, Elsner 1999), al tiempo que incrementa la produccion de O™
(Zenteno-Savin y Elsner 1998); sin embargo, este incremento en la produccion de ERO no
se ve reflejado en el dafio oxidativo aparente (Zenteno-Savin y Elsner 2000, Zenteno-Savin
et al. 2002) debido en parte a la elevada actividad de enzimas antioxidantes (Vazquez-
Medina et al. 2006). Hasta el momento no existen estudios de la participacion de GSH
como mecanismo de defensa antioxidante en tejidos de foca. Estudiar la concentracion, el
reciclaje y el mantenimiento de GSH en tejidos de foca permitird conocer qué papel juega
su disponibilidad para ser usado como sustrato por las enzimas antioxidantes y cual es su
participacion en el mantenimiento de un ambiente oxido-reductor propicio para la
homeostasis celular después del buceo. Lo anterior contribuird a seguir conociendo los
mecanismos que permiten a las focas tolerar ciclos repetitivos de isquemia/reperfusion

derivados del buceo sin presentar dafio oxidativo.

%
Vazquez-Medina J P, Zenteno-Savin T. Elsner R. 2007. Glutathione protection against dive-associated
ischemia/reperfusion in ringed seal tissues. J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 345, 110-118.
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3.2 Objetivo general

Comparar la concentracion de GSH, la actividad de las enzimas que lo mantienen y
reciclan, y el dafio oxidativo entre tejidos de foca y tejidos de cerdo.
3.3 Objetivos especificos

Medir la concentracion tisular de glutation total (GSH-Eq), de GSH, de GSSG, de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) y de proteinas carboniladas en tejidos
(corazodn, rindn, higado, pulmoén y musculo) de foca anillada y de cerdo comun.

Calcular el estado de oxidacion celular en tejidos de foca anillada y de cerdo comun
estableciendo la relacion GSSG:GSH-Eq.

Medir la actividad de GR y G6PDH en tejidos de foca anillada y de cerdo comun.

Comparar las variables medidas entre ambas especies.

3.4 Hipotesis

En los focidos, la reoxigenacion de los tejidos isquémicos, derivada de la respuesta
al buceo, promueve la produccién de ERO. Se sabe que las enzimas antioxidantes ayudan a
contrarrestar dicha produccion de ERO y a evitar el dafio oxidativo. Por funcionar como
cofactor para algunas enzimas antioxidantes, como atrapador de ERO y como componente
esencial en el mantenimiento de la homeostasis celular de 6xido-reduccion, se cree que la
concentracion y el mantenimiento del GSH son mecanismos de defensa importantes contra
la isquemia/reperfusion derivada del buceo, y que tanto la concentracion de GSH como la
actividad de las enzimas GR y G6PDH, que reciclan y mantienen los niveles de glutation
celular, son mas altas en tejidos de foca que en tejidos de cerdo, lo que contribuye a atenuar

el potencial dafio oxidativo asociado a la produccién post-buceo de ERO.
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3.5 Material y Métodos
3.5.1 Obtencioén de muestras

Se obtuvieron muestras frescas de corazon, rifion, higado, pulmoéon y musculo de
foca anillada (Phoca hispida) (4 hembras y 7 machos, peso promedio: 31.98 + 3.47 kg,) y
de cerdo comun (Sus scrofa) (5 hembras y 5 machos, peso promedio: 73.40 + 1.10 kg). Las
muestras de foca fueron colectadas con la colaboracioén del Departamento de Vida Silvestre
del Estado de Alaska y de los cazadores de subsistencia Inupiat cerca de Barrow, en la
costa norte de Alaska, por medio de una diseccion ventral que se realizd para obtener
aproximadamente 5 g de tejido que fueron almacenados en viales criogénicos y congelados
al momento por inmersion en nitrégeno liquido. Las muestras de cerdo fueron obtenidas a
partir de animales recién sacrificados en el rastro municipal de La Paz, B. C. S y
sumergidas inmediatamente en nitrogeno liquido. Todas las muestras fueron transportadas
al Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S. C. (CIBNOR) y almacenadas a -80

°C hasta su analisis.

3.5.2 Reactivos

Todos los reactivos que se utilizaron para los analisis bioquimicos se obtuvieron de
Sigma Chemical Co. (San Luis, MO) con excepcion de la 2-vinilpiridina (2VP) que se
obtuvo de Fluka (Hanover, Alemania) y del kit para cuantificar proteinas que se obtuvo de

Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA).
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3.5.3 Glutation y glutation disulfuro

Se midid la concentracion total de glutation (GSH-Eq= GSH+2GSSG) siguiendo la
tasa de reduccion del acido 5,5°5 ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) por el GSH a 412 nm y
comparandola con la de una curva estdndar de GSH (0-4 mM). Las muestras congeladas
fueron homogenizadas 1:10 (peso/volumen) en acido sulfosalicilico frio al 5%, previamente
burbujeado con nitrogeno por 10 min. Los extractos crudos fueron burbujeados con
nitrogeno por 10 s y posteriormente centrifugados a 19,000 x g a 4°C durante 5 min. Los
sobrenadanates se usaron para medir al momento la concentracion de GSH-Eq como se
describe a continacion. Se mezclaron en una celda H,O, 20 uL de muestra, NADPH 0.3
mM (en solucidon amortiguadora de fosfatos: KPi 125 mM, pH 7.2; EDTA 6 mM), DTNB
(6 mM) y GR (50 U/mL en KPi 125 mM, pH 7.2; EDTA 6 mM), se registr6 el cambio en la
absorbancia por minuto a 412 nm (AA4;2) durante 130 s y se calcul6 la concentracion de
GSH-Eq a partir la curva (Tietze 1969, Hermes-Lima y Storey 1995, 1996). Para
cuantificar la concentracion de GSSG se us6 el método de Griffith (1980) con
modificaciones (Hermes-Lima y Storey 1993, Ramos-Vasconcelos y Hermes-Lima 2003).
Los extractos crudos se mezclaron con 2VP (0.5 M en etanol) y solucion amortiguadora de
fosfatos (0.5 M, pH 7.0) y fueron ajustados a pH 7.0 con NaOH (1 M), para después ser
incubados en la oscuridad por una hora. Después de la incubacion, se mezclaron en una
celda H,O, 150 uL de muestra, NADPH 0.3 mM (en KPi 125 mM, pH 7.2; EDTA 6 mM),
DTNB (6 mM) y GR (50 U/mL en KPi 125 mM, pH 7.2; EDTA 6 mM). Se registro el

AA41; durante 130 s y se calculo el contenido de GSSG a partir de una curva estandar (0-

1.2 uM) que fue tratada igual que las muestras. El estado de oxidacion celular
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(GSSG/2GSH) se calculd usando las mediciones de GSSG y GSH-Eq, y se reporta como la
relacion GSSG:GSH-Eq. Los resultados fueron expresados en nanomoles de GSH-Eq, GSH

0 GSSG por g de tejido humedo.

3.5.4 Actividad enzimatica
3.5.4.1 Extractos tisulares

Las muestras fueron homogenizadas 1:20 (peso/volumen) en KPi (50 mM, pH 7.5;
EDTA 1 mM) con 1% de inhibidor de proteasas (PMSF en etanol) y se centrifugaron a
2,000 x g durante 15 minutos a 4 °C; se desech¢ el precipitado e inmediatamente después
se usé el sobrenadante para los andlisis (Hermes-Lima et al. 1998, Vazquez-Medina et al.

2006).

3.5.4.2 Glutation disulfuro reductasa (EC 1.6.4.2)

La actividad de GR se midié monitoreando la oxidacion de NADPH por GSSG a
340 nm (Goldberg y Spooner 1983, Hermes-Lima y Storey 1995). Se mezclaron en una
celda KPi (500 mM), EDTA (50 mM), NADPH (2 mM), H,O, muestra y GSSG (10 mM).
Se registrd el cambio en la absorbancia a 340 nm (AAss) cada 3 s durante 40 s. Se
corrieron dos blancos, uno sin muestra y otro sin GSSG. La actividad de GR se calculd
usando el coeficiente de extincion del NADPH (6.22 M/L) y se expresé en mU de GR por
mg de proteina. Una unidad de GR se define como la cantidad de enzima necesaria para

reducir 1 pmol de GSSG por minuto.
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3.5.4.3 Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49)

La actividad de G6PDH se midié siguiendo el decremento de NADP" en un medio
que contenia KPi (500 mM), MgSO, (5 mM), NADP" (0.2 mM), glucosa-6-fosfato (2 mM),
H,0 y muestra (Lushchak et al. 2001). Se registro el AAs4 cada segundo durante 20
segundos; se calcul6 la actividad y se expresé en mU de G6PDH por mg de proteina. Una
unidad de G6PDH se define como la cantidad de enzima necesaria para reducir 1 pmol de

NADP" por minuto.

3.5.5 Dafio oxidativo
3.5.5.1 Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos se midi6 cuantificando el contenido tisular de sustancias
reactivas al 4cido tiobartibutico (TBARS) (Okhawa et al. 1979, Persky et al. 2000,
Zenteno-Savin et al. 2002). Se homogenizaron 100 mg de tejido en 2 mL de solucién salina
(0.9 %) fria y se centrifugaron a 2,000 x g durante 10 min a 4°C. Se tomaron 250 pL del
sobrenadante que fueron colocados en tubos e incubadosl5 minutos en un bafio de agua
con agitacion continua a 37 °C. Después, los tubos fueron colocados en un bafio de hielo y
se adicionaron 250 uL de TCA al 12.5 % (en HCI) y posteriormente 500 uL de TBA en
agitacion al 1%. Los tubos fueron nuevamente incubados en un bafio de agua en ebullicion
durante 10 minutos y centrifugados otros 10 minutos a 2,000 x g a 4°C. Se recuper6 el
sobrenadante y se ley6 la absorbancia a 532 nm. Los resultados se calcularon a partir de
una curva estandar de malondialdehido bis-(dietilacetal) que fue corrida en paralelo con las

muestras y se expresaron en nanomoles de TBARS por g de tejido hiimedo.
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3.5.5.2 Proteinas carboniladas

El dafio oxidativo a proteinas se mididé cuantificando la cantidad de proteinas
carboniladas siguiendo la técnica de Levine et al. (1990, 1994) que se basa en la formacion
de un complejo entre los derivados carbonilados de las proteinas y la 2,4-dintrofenil
hidrazina (DNPH). Las muestras congeladas se homogenizaron 1:20 (peso/volumen) en
acido sulfosalicilico frio al 5 % y se centrifugaron a 19,000 x g a 4°C durante 5 min. Se
removid el sobrenadante y a los precipitados se le adicion6 DNPH (10 mM en HCI 2 M)
para posteriormente incubarlos 1 h a temperatura ambiente agitandose cuatro veces durante
40 s. Después se adiciond 0.5 mL de TCA al 20 % a los tubos que de nuevo fueron
centrifugados a 19,000 x g durante 3 min. Los sobrenadantes fueron nuevamente
desechados y el exceso de DNPH se removi6 lavando los precipitados 3 veces con una
mezcla de etanol y acetato de etilo (1:1) y centrifugdndolos a 19,000 x g a temperatura
ambiente durante 5 min. Posteriormente, los precipitados fueron disueltos en clorato de
guanidina (6 M), incubados 15 min a 37 °C y centrifugados a 19,000 x g por 5 min. Se
volvieron a recuperaron los sobrenadantes y se les registro la absorbancia maxima en un
rango de 360-410 nm para poder calcular la concentracion final de proteinas carboniladas
usando el coeficiente de extincion de 22 milimoles/L. Se prepararon blancos reemplazando
la DNPH con HCI (2 M) que fueron corridos en paralelo con las muestras. Los resultados

se expresaron en en nanomoles de proteinas carboniladas por g de tejido himedo.
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3.5.6 Proteinas solubles

La cantidad de proteinas solubles en los extractos tisulares se midi6 para
estandarizar los valores de actividad enzimatica, usando un kit comercial basado en el
método descrito por Bradford (1976). Se prepar6 una curva estandar de albumina de suero
bovino (0.2-0.005 mg/mL). Las muestras se diluyeron 1:100 con KPi (50 mM, pH 7.5;
EDTA 1 mM). Se prepar6 un blanco con agua y colorante Coomassie®. En una
microplaca, se agrego6 a cada pozo H,O, colorante Coomassie® y curva estandar o muestra.
Después de 15 minutos, se leyo la absorbancia a 595 nm. La cantidad de proteinas solubles
se calculd a partir de la ecuacidn de la recta ajustada a la curva estandar y se expres6 en mg

de proteina por mL

3.5.7 Analisis estadisticos

Los resultados se presentan como media + error estandar de la media. Con los datos
obtenidos se hicieron estadisticas descriptivas y pruebas de normalidad (Shapiro-Wilkins) y
de homocedasticidad (Levene). Para detectar diferencias significativas entre especies y
entre tejidos se utilizé el analisis de variancia por rangos de Kruskall-Wallis seguido de una
U de Mann-Whitney (Zar 1999). Todos los andlisis estadisticos se hicieron usando el

paquete SYSTAT® 11.0.

3.6 Resultados
3.6.1 Glutatién y glutation disulfuro
Los resultados de las mediciones de GSH-Eq, GSH, GSSG y GSSG:GSH-Eq se

resumen en la Tabla 1 y en la figura 1. El contenido de GSH-Eq fue mas alto en corazén,
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rinon, pulmén y musculo de foca que de cerdo (p<0.05) y no presentd diferencias
significativas entre especies en el higado (Fig. 1A). Todos los tejidos de foca, con
excepcion del higado, tuvieron mayores niveles de GSH (p<0.05) que los tejidos de cerdo
(Tabla 1). El contenido de GSH fue mayor (p<0.05) en el corazén que en el rifion y el
pulmon, y en el higado y el musculo de foca (Tabla 1). El contenido de GSSG fue mayor
(p<0.05) en el corazoén, rindn, higado y musculo de foca que de cerdo, y mas alto
(p=0.00001) en el corazén y el musculo que en el resto de los tejidos de foca (Tabla 1). La
tasa GSSG:GSH-Eq fue mas alta (p<0.05) en el corazén y pulmén de cerdo que en los
mismos tejidos de foca, mas alta en el higado y el musculo de foca que en el cerdo (p<0.05)
y no presento diferencias entre especies en el rindn (Fig. 1B). El mayor valor (p=0.000125)

de la tasa GSSG:GSH-Eq en los tejidos de foca se observo en el musculo (Tabla 1).

Tabla I. Concentraciones de glutation total (GSH-Eq), glutation (GSH) y glutation disulfuro (GSSG) en
nmol/g de tejido humedo, y tasa GSSG:GSH-Eq en tejidos de foca anillada (n=11) y cerdo comun (n=10).

Especie  Tejido GSH-Eq GSH GSSG GSSG:GSH-Eq
(GSH + 2GSSG) (reducido) (oxidado)

Foca Corazon 2918.14+227.23% 2621.40 +241.48" 14836+ 10.19° 0.0578 + 0.009°
Rifion  1121.79+19.15° 107138 £20.74°  2520+2.59°  0.0226 + 0.002°

Higado  327.24 +4.28° 266.52 £ 4.18° 30.4+0.29°  0.0928 £0.001°

Pulmén  830.24 + 5.69° 822.16 + 5.69° 4.04+0.06"  0.0048 +0.00"
Musculo 74247+ 67.54°  369.54+37.62° 186.46+21.64* 0.5424 + 0.06*

Cerdo  Corazon 117.47 £ 0.04* 73.57 £ 4.545%* 21.95+2.28* 0.133£0.01*
Rifion  490.33 + 142.02*  473.25 + 142.26* 854+£031%* 0.022 £0.002

Higado 451.21 £33.33 44385 +33.11 3.68 £.31* 0.008 + 0.001*

Pulmén  262.69 + 65.08* 248.31 + 68.02* 7.18+1.64 0.060 £ 0.021*

Musculo 124.47 + 7.22* 66.81 + 5.895* 28.83 £2.74*  0.157 £ 0.008*

Los resultados se presentan como media + error estandar. Letras distintas denotan diferencias significativas
entre tejidos (s6lo para foca anillada); *= diferencias significativas por tejido entre especies, p<0.05.
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Figura 1. A: Contenido total de glutation (GSH-Eq= GSH+2GSSG) y B: tasa GSSG:GSH-Eq en tejidos
de cerdo comutn (E1n=10) y foca anillada (ll n=11). Los resultados se presentan como media + error
estandar. *= diferencias significativas por tejido entre especies, p<0.05.
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3.6.2 Actividad enzimatica

La actividad de GR y de G6PDH fue mayor (p<0.05) en todos los tejidos de foca
que en los de cerdo (Fig. 2). No se encontraron diferencias significativas en la actividad
de GR entre los tejidos de foca (Tabla 2). La mayor actividad de G6PDH (p<0.0001)
entre los tejidos de foca se registré en el higado (Fig. 2B, Tabla 2). El corazon de foca

presentd menor (p<0.0001) actividad de G6PDH que el higado (Tabla 2).
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Figura 2. Actividad de A: glutation disulfuro reductasa (GR) y B: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) en tejidos de cerdo comun (Ml n=10) y foca anillada (En=11). Los resultados estan expresados
en miliunidades por mg de proteina y se presentan como media * error estdndar. *= diferencias
significativas por tejido entre especies, p<0.05.
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Tabla II. Activdad enzimatica de glutation disulfuro reductasa (GR) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) en mU/mg de proteina y marcadores de dafio oxidativo a lipidos y proteinas en nmol/g de tejido
hiumedo en tejidos de foca anillada (n=11).

Tejido GR G6PDH TBARS Proteinas carboniladas

Corazén  7.52+£2.52 15.56 £3.551*  0.252 +0.02° 85.35+21.18"
Rifion  5.80+1.40 121.32+42.72" 0.107+0.01° 128.22 +£12.33*
Higado 3.97+0.67 134.47+27.96° 0.672+0.08" 63.72 + 9.49°

Pulmén 6.65+2.11  67.64+17.85°  0.234 +0.00° 281.53 + 40.59°
Musculo 4.65+1.20  71.78+£29.19®  0.330 + 0.05° 369.50 + 31.86"

Los resultados se presentan como media + error estandar. Letras distintas denotan diferencias
significativas entre tejidos, p<0.05. TBARS = sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.

3.6.3 Dafio oxidativo

El contenido de TBARS fue mayor (p<0.05) en el corazén y el pulmén de cerdo
que en los de foca, y menor (p=0.01) en el musculo de cerdo (Fig. 3A). El valor mas
alto (p=0.005) de TBARS entre los tejidos de foca se observo en el higado y el mas bajo
(p=0.0001) en el rindn (Fig. 3A, Tabla 2). Se registr6 mayor (p<0.05) contenido de
proteinas carboniladas en corazon, ridn, higado y musculo de cerdo que de foca (Fig.
3B). El pulmoén y el musculo fueron los tejidos que presentaron el mayor contenido de

proteinas carboniladas (p=0.0001) de entre los tejidos de foca (Tabla 2).



22

=
N

©c kB
o o
| |
3%
>
! |

O
N
T
*
|

o
N
I

TBARS (nmol/g tejido himedo)
o
(o)}
|
|

’EI ]

Coraz6n Rifion Higado Pulmén Mdsculo

o
o

(o))
o

o

S
0 y)

|

N W A O
o o o
*F—F—F°
=%
| | |

Proteinas carboniladas
(nmol/ g tejido himedo)
*

*

=

o

<
l

Corazén Rifion Higado Pulmén Musculo

Figura 3. A: Niveles de peroxidacion de lipidos (TBARS) y B: proteinas carboniladas (nmol/g de tejido
htimedo) en tejidos de cerdo comun (1n=10) y foca anillada (B n=11). Los resultados se presentan como
media + error estandar. *= diferencias significativas por tejido entre especies, p<0.05.

3.7. Discusion

La tasa de utilizacidon del GSH en reacciones de 6xido-reduccion, la reduccion
enzimatica de hidroperdxidos, el metabolismo de xenobidticos y la regeneracion de
formas reducidas de pares oxido-reductores son factores que regulan los niveles
intracelulares de GSH (Kirlin et al. 1999, Schafer et al. 2000). Mayor contenido de
GSH-Eq, GSH y GSSG (Tabla 1) y mayor actividad de GR y G6PDH (Fig. 2) en

corazodn, rifion, pulmén y musculo de foca que de cerdo, sugieren que el reciclamiento y



23

mantenimiento del GSH en tejidos de foca ocurre a tasas elevadas, lo que permite
sustentar la hipotesis de la disponibilidad permanente y la participacion activa de este
tripéptido como co-sustrato para GPx o GST y como atrapador de ERO producidas en
respuesta a los ajustes cardiovasculares asociados al buceo en tejidos de foca (Vazquez-
Medina et al. 2006).

Estudios anteriores (Zenteno-Savin y Elsner 1998, Zenteno-Savin y Elsner 2000,
Zenteno-Savin et al. 2002) mostraron que la produccion de O, es mas alta en corazdn,
rindén y musculo de foca que de cerdo como consecuencia de la isquemia/reperfusion
asociada a la respuesta al buceo (Elsner, 1999); sin embargo, el dafio oxidativo a lipidos
y proteinas no estd relacionado con esta mayor produccion de O,” (Fig. 3).
Aparentemente, la actividad de SOD, CAT, GPx y GST contrarresta de manera eficiente
la produccion de ERO en el corazdn, el higado, el pulmoén y el musculo de foca, mas no
en el rindn (Elsner et al. 1998, Vazquez-Medina et al. 2006).

El rifion de foca es uno de los tejidos mas tolerantes a la isquemia (Halasz et al.
1974, Behrisch y Elsner 1980); en €l se acumulan cantidades altas de HX durante el
buceo (Elsner et al. 1995, Elsner et al. 1998) que podrian incrementar la produccion de
de O, durante la reperfusion. Aparentemente, la alta produccién de O, asociada al
buceo es compensada por una elevada capacidad antioxidante total en el rifion de foca
(Zenteno-Savin et al. 2002). Los resultados obtenidos en este trabajo (Fig. 1A) ayudan a
respaldar la idea de que los antioxidantes no enzimaticos de bajo peso molecular, como
el GSH, juegan un papel crucial como mecanismos de defensa contra las ERO en el
rifién de foca. Estd ampliamente documentado que la produccién mitocondrial de O,”
en cantidades elevadas es contrarrestada con niveles altos de GSH (Halliwell y
Gutterdige 1999) y que durante la isquemia existe un incremento en el suplemento de

los precursores de GSH ademas de multiples estimulos que activan a la GSH sintetasa,
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lo cual se ve reflejado en la disminucioén de los niveles de peroxidacion lipidica en
modelos in vivo (Kamencic et al. 2001).

El trabajo de Murphy y Hochachka (1981) sefala que existe un aumento en la
concentracion circulante de GSH en focas sometidas a buceos forzados. Los resultados
de Wilhem-Filho et al. (2002) indican que existen mayores concentraciones de GSH en
la sangre de un grupo de mamiferos marinos que en la de un grupo de mamiferos
terrestres. Niveles altos de GSH han sido también observados en otros tejidos de
animales expuestos a cambios en la disponibilidad de oxigeno debido a hibernacion,
estivacion, desecacion, hipoxia ambiental o buceo (Hermes-Lima y Zenteno-Savin
2002, Ramos-Vasconcelos y Hermes-Lima 2003, Bickler, 2004, Ramos-Vasconcelos et
al. 2005, Willmore y Storey 2005). Lo anterior refuerza la idea de la participacion activa
del GSH contra la toxicidad de las ERO producidas durante la reperfusion en tejidos de
foca.

La homeostasis de 6xido-reduccion intracelular es necesaria para la expresion de
genes, la activacion de enzimas y el control de los niveles de ERO (Arrigo 1999).
Mayores niveles en el estado de oxidacion celular (GSSG:GSH-Eq) registrados en el
musculo de foca que en el musculo de cerdo (Fig. 1B) probablemente estan relacionados
con la mayor produccion de O, reportada por Zenteno-Savin et al. (2002) para este
tejido y podrian estarse reflejando en contenidos mas altos de TBARS (Fig. 3A) pero no
en niveles mayores de proteinas carboniladas (Fig. 3B). Lo anterior vuelve a sugerir la
participacion activa del GSH en contra de la toxicidad de ERO altamente reactivas
como el HO'", previniendo la oxidacion de proteinas y balanceando el estado de 6xido-
reduccion celular (Arrigo 1999). El pulmoén fue el tnico tejido que presentd niveles
significativamente mas altos de proteinas carboniladas en la foca que en el cerdo (Fig.

3B). Los pulmones de las focas se colapsan durante el buceo por la respuesta de los
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quimiorreceptores periféricos y de los barorreceptores arteriales a la bradicardia, con el
fin de evitar barotraumas debidos a la acumulacion de nitrogeno y para ayudar al
descenso (Kooyman y Ponganis 1998, Elsner 1999). Lo anterior trae como
consecuencia que el pulmoén se aisle y se exponga a isquemia aguda durante un buceo.
Esta exposicion aguda a isquemia, aunada a que este tejido es el primero en recibir la
reintroduccion de oxigeno (Elsner 1999), potencialmente elevaria la produccion de ERO
que, pese a ser contrarrestada por la actividad de SOD y GPx (Vazquez-Medina et al.
2006) y por concentraciones elevadas de GSH (Fig. 1, Tabla 1), puede tener un efecto
en la concentracion de proteinas carboniladas en este tejido (Fig. 3B). Vazquez-Medina
et al. (2006) encontraron menor actividad de CAT en el pulmoén de foca que en el de
cerdo; el trabajo de Johnson et al. (2004) mostr6é concentraciones mas altas de proteinas
oxidadas en este tejido que en los tejidos cardiaco, renal, hepatico o muscular de focas
anilladas. Por otra parte, Shunemann et al. (2002) indican que en los pulmones de
pacientes humanos los antioxidantes vitaminicos desempefian un papel de primer orden
contra la toxicidad de las ERO. En conjunto, todo lo anterior abre la posibilidad para
suponer que son mecanismos antioxidantes combinados, incluyendo los dependientes de
la dieta, los que ayudan a evitar el dafo oxidativo generado por la produccion post-
buceo de ERO en el tejido pulmonar de las focas. Pese a que estd ampliamente
documentado (Southcott et al. 1971, Engelhardt et al. 1975, Schweigert et al. 1987,
1990a,b, 1991, Ghebremeskel y Williams 1988, Raila et al. 2000, Debier et al. 2002)
que no existen diferencias importantes en la concentraciébn de vitaminas entre
mamiferos marinos y terrestres, también se sabe que el aporte vitaminico del
zooplancton y los peces del artico a la dieta de las focas es significativamente distinto
(Kenny et al. 2004). Al ser la foca anillada un depredador no selectivo capaz de

alimentarse de mas de 72 tipos distintos de presas y con un patron alimenticio variable
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dependiendo de la temporada y la posicién geografica (King 1983, Riedman 1990), es
probable que esté expuesta a cambios importantes en el aporte vitaminico que recibe de
la dieta.

La tasa GSSG:GSH-Eq fue mas alta en el higado de foca que en el de cerdo sin
llegar a verse reflejada en el dafio oxidativo a lipidos o proteinas (Fig. 3). La
acumulacion de metabolitos oxidados, que repercute directamente en el estado de éxido-
reduccion celular, ha sido observada en el higado de truchas después de periodos de
ayuno prolongado (Barroso et al. 1998). Es probable que en el higado de foca se
presente el mismo fenémeno debido a los ajustes cardiovasculares asociados al buceo
que resultan en isquemia, hipoxia y produccién de ERO y que pueden tener un impacto
directo en los valores de la tasa GSSG:GSH-Eq. Es importante recalcar que el higado de
cerdo fue el unico tejido que presentd concentraciones mas altas (aunque no
significativas) de GSH y GSH-Eq que su analogo de foca (Tabla 1, Fig. 1). Es posible
que las reacciones de destoxificacion de segundo nivel que involucran la participacion
de enzimas como la GST (Tsuchida y Sato 1992, Kirlin et al. 1999) promuevan la
acumulacién de GSH en el tejido hepatico de cerdo para sostener la alta actividad de
esta enzima (Vazquez-Medina et al. 2006).

La mayor actividad de GR y de G6PDH observada en todos los tejidos de foca
en comparacion con los tejidos de cerdo (Fig. 2) puede estar contribuyendo a conservar
la homeostasis celular 6xido-reductora. La GR es una enzima que juega un papel muy
importante en el mantenimiento del glutation en su forma reducida al convertir el GSSG
a GSH a expensas de NADPH (Fujii et al. 2000). La G6PDH también tiene un papel
crucial en el metabolismo del GSH al transformar NADP™ en NADPH e inhibir la
muerte celular inducida por H,O, al alterar el potencial de o6xido-reduccion para

mantener constantes los niveles de GSH (Tian et al. 1999, Leopold y Loscalzo 2000).
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Del mismo modo, se ha sugerido que la respuesta contra la produccion de ERO derivada
de la reoxigenacion en animales adaptados a la hipoxia ambiental y metabolica
involucra incrementos en la actividad de GR y G6PDH (Lushchak et al. 2001, Hermes-
Lima y Zenteno-Savin 2002).

Se sabe que los ajustes cardiovasculares que permiten a las focas bucear traen
como consecuencia isquemia y reperfusion diferenciales entre los tejidos de foca
durante y después del buceo (Elsner et al. 1966, 1995, Gooden y Elsner 1985), lo que a
su vez podria promover diferencias en la produccion post-buceo de ERO (Zenteno-
Savin y Elsner 2000), en la respuesta enzimatica antioxidante (Vazquez-Medina et al.
2006) y en los niveles de GSH (Tabla 1). Durante un buceo, el corazoén de foca recibe
flujo sanguineo intermitente que resulta en la disminucion del consumo de oxigeno
necesario para mantener la funcion cardiaca (Gooden y Elsner 1985, Elsner 1999). Estas
reducciones intermitentes en el flujo sanguineo parecen precondicionar el tejido
cardiaco de foca para tolerar eventos de isquemia/reperfusion prolongados induciendo la
actividad de SOD, GPx y GST (Elsner et al. 1998; Vazquez-Medina et al. 2006), la
actividad de GR y G6PDH (Fig. 2), el incremento en la concentracion de GSH y GSH-
Eq (Tabla 1, Fig.1) y, probablemente, otros mecanismos involucrados en la sefializacion
celular dependiente de oxigeno, como la acumulacion del factor inducible por hipoxia 1
(HIF-1) (Johnson et al. 2004, Johnson et al. 2005). EI HIF-1 es un factor de trascripcion
que coordina la respuesta homeostatica a la hipoxia regulando la expresion de genes
vasculares, del metabolismo energético y del ciclo celular (Bunn y Poyton 1996) y que
recientemente ha sido involucrado en la regulacion del factor de choque térmico (Hsf),
el elemento principal en la activacion de la respuesta mediada por las proteinas de
choque térmico (HSPs) contra la produccion de ERO y otros eventos que producen

estrés metabolico (Date et al. 2005, Baird et al. 2006).
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En modelos terrestres, la suplementacion de GSH en la dieta protege al corazoén
contra la isquemia/reperfusion (Ahmad et al. 2001, Ramires y Ji 2001). En otros
trabajos, se ha demostrado que los niveles de GSH son, aparentemente, el mecanismo
celular que regula la actividad de GPx y la cantidad de H,O, en respuesta a cambios en
los niveles de oxigeno en la arteria coronaria (Mohazzab-H et al. 1999) y que controlan
la presioén parcial de oxigeno (PO;) (Del Corso et al. 2002). Ademads, existen otros
estudios (Haddad 2002a, 2002b, 2002c, Haddad y Harb 2005) que describen
detalladamente como el GSH puede controlar la activacion no hipoxica del HIF-1a,
mediante un modelo de regulacion contrario al propuesto originalmente para esta
proteina (Richard et al. 2000).

Se ha sugerido que un ambiente celular altamente reducido es necesario para la
estabilizacion no hipdxica del HIF-1 mediante la interaccion de las subunidades
proteicas HIF-1a y HIF-1PB (Salceda y Caro 1997). En la anguila del mar del Norte la
hipoxia inducida por frio o calor (que tiene las mismas implicaciones metabolicas que la
isquemia/reperfusion para los mamiferos) propicia un ambiente celular mas reducido
mediado por niveles mas altos de GSH, que incrementa estabilizacion y la union del
HIF-1 al ADN antes de la reoxigenacion (Heise et al. 2006a, 2006b).

Mantener niveles elevados de GSH en preparacion para la produccidon post-
buceo de ERO (Hermes-Lima y Zenteno-Savin 2002, Zenteno-Savin et al. 2002) parece
ser un mecanismo importante para contrarrestar la isquemia/reperfusion asociada al
buceo, debido a que el reciclamiento de GSH es mas rapido y menos costoso que
sintetizar enzimas de novo (Kosower y Kosower 1978, Meister y Anderson 1983).
Ademas es probable que el GSH controle la acumulacion y estabilizacion del HIF-1,
que existe en el genoma de la foca anillada (Johnson et al. 2004) y cuyos productos

parecen acumularse de manera constante en el corazon, el rifion, el pulmoén y el misculo
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(Johnson et al. 2005), sugiriendo una participacion importante de estas proteinas como
mecanismos de defensa involucrados en la posible preparacion anticipada contra la
produccion post-buceo de ERO. También es probable que en los tejidos de foca, el GSH
promueva un ambiente celular altamente reducido que, como sucede en la anguila del
mar del Norte (Heise et al. 2006a, 2006b, 2007), induzca la translocacion y la union del
HIF-1 al ADN (Huang et al. 1996, Ema et al. 1999, Lando et al. 2000).

Una ventaja mas de mantener niveles altos de GSH es la capacidad que tiene
este tiol para remover el peroxinitrito, un oxidante altamente reactivo formado por la
interaccion del O, con Oxido nitrico (NO') (Agani et al. 2002) que se podria estar
produciendo a tasas elevadas en los tejidos de foca anillada debido a la elevada
produccion de O,” derivada de la isquemia/reperfusion asociada al buceo (Zenteno-
Savin et al. 2002).

En resumen, la primera parte de este estudio mostré que los niveles de GSH y la
actividad de las enzimas implicadas en su reciclaje y mantenimiento juegan un papel de
primer orden como mecanismos de defensa antioxidante contra la produccién de ERO
derivada de la isquemia/reperfusion asociada al buceo en tejidos de foca anillada,
disminuyendo el dafio oxidativo a lipidos y proteinas y propiciando un ambiente celular
altamente reducido. Este ultimo probablemente controla la activaciéon de otros
mecanismos necesarios para mantener la homeostasis durante la reoxigenacion, al

tiempo que promueve la respuesta anticipada contra la produccion post-buceo de ERO.
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3.8 Conclusiones

La concentracion de GSH es significativamente mayor en corazon, rifidn,
pulmoén y musculo de foca que de cerdo, lo que da idea de la posible participacion de
este tiol como una molécula que mantiene un ambiente celular reducido, atrapa ERO y
funciona como cofactor para enzimas antioxidantes.

La actividad de GR y G6PDH es también mayor en todos los tejidos de foca que
en los de cerdo, lo que da cuenta de la eficiencia del sistema de reciclaje y
mantenimiento del GSH, que promueve su disponibilidad permanente para ser usado
como cofactor enzimatico, atrapar ERO y mantener un estado de 6xido-reduccion
optimo para el funcionamiento y la activacion de otros mecanismos implicados en la
respuesta homeostatica contra la produccion post-buceo de ERO.

El dafio oxidativo a lipidos y proteinas es significativamente menor o igual en
corazon, rifion, higado y musculo de foca que de cerdo a pesar de la elevada produccion
de ERO derivada de la isquemia/reperfusion asociada al buceo, lo que indica que el
GSH, en conjunto con enzimas antioxidantes, contrarresta de manera eficiente a las
ERO evitando el dafo oxidativo y permitiendo a los tejidos de foca estar expuestos a

ciclos repetitivos de isquemia/reperfusion derivados del buceo.
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4. Capitulo II: Produccion de radical superéxido, daino oxidativo y defensas

antioxidantes en tejidos de focas y lobos marinos

4.1 Justificacion

Se sabe que todos los pinnipedos estan sujetos, por su condicion de buceadores,
a bradicardia y vasoconstriccion periférica que derivan en isquemia selectiva durante el
buceo (Hochachka 2000). Por otra parte, también se sabe que la capacidad que tienen
las diferentes especies de pinnipedos para bucear a profundidades y por periodos de
tiempo distintos, que a su vez depende de las reservas corporales de oxigeno (capacidad
fisiologica de buceo) de cada especie (Weise y Costa 2007, Burns et al. 2007), genera
diferentes intensidades de isquemia durante el buceo (Elsner 1999, Costa et al. 2001),
que podrian derivar en una produccion diferencial de ERO en la reperfusion, la cual
tendria que ser contrarrestada de manera distinta dependiendo de su intensidad. Hasta el
momento se desconoce coémo estan preparadas las diferentes especies de pinnipedos
para tolerar la produccion de ERO derivada de los ciclos de isquemia/reperfusion
asociados al buceo. Estudiar la producciéon de ERO, el metabolismo de antioxidantes y
el dano oxidativo en especies con capacidades de buceo distintas contribuird al

conocimiento de los mecanismos que permiten a los pinnipedos bucear.

4.2 Objetivo General
Comparar la capacidad para producir ERO, el dafio oxidativo, la actividad
enzimdtica antioxidante y la concentracion de GSH entre tejidos de 2 especies de

focidos y una de otaridos.
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4.3 Objetivos especificos

Medir la producciéon de O, en tejidos (cerebro, corazon, rifion, higado, pulmoén
y musculo) de 3 especies de pinnipedos (foca de casco, foca de arpa y lobo marino de
California).

Medir la concentraciéon de TBARS y de proteinas carboniladas en tejidos de 3
especies de pinnipedos.

Medir la actividad enzimatica de SOD, CAT, GST, GPx y GR en tejidos de 3
especies de pinnipedos.

Medir la concentraciéon de GSH-Eq, GSH y GSSG en tejidos de 3 especies de
pinnipedos.

Calcular el estado de oxidacion celular (GSSG:GSH-Eq) en tejidos de 3 especies
de pinnipedos.

Comparar los resultados de las mediciones obtenidas entre los tejidos de las 3

especies.

4.4 Hipotesis

El grado de bradicardia, de vasoconstriccion periférica y de isquemia varian con
la duracion del buceo y podrian derivar en una produccion diferencial post-buceo de
0,7, se cree que en los tejidos de las especies que tienen mayor capacidad fisiologica de
buceo, existe mayor produccion de O,” y también mayor actividad y concentracion de
antioxidantes enzimaticos y de GSH, que funcionan como mecanismos de preparacion
contra la produccion post-buceo de ERO, atenuando el dafio oxidativo y permitiendo a
las focas que bucean por periodos de tiempo mas largos, tolerar episodios mas agudos

de isquemia/reperfusion asociados a la respuesta al buceo.
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4.5 Material y Métodos
4.5.1 Obtencion de Muestras

Se colectaron muestras frescas de cerebro, corazon, rifidn, higado, pulmon, y
musculo de foca de casco (Cystophora cristata), foca de arpa (Phoca groenlandicus) y
lobo marino de California (Zalophus californianus). Todas las muestras fueron
obtenidas a partir de animales adultos usando métodos aprobados para la colecta
cientifica y bajo los lineamientos de los permisos correspondientes. Las focas adultas se
distinguieron de las jévenes usando métodos visuales (Stewart y Lavigne 1980, Bowen
et al. 1987). Los lobos marinos fueron identificados como machos adultos por la
presencia de una cresta sagital.

Las muestras de foca de casco (5 hembras, peso promedio 249.3 + 25.2 kg) y de
foca de arpa (4 hembras, peso promedio 125.7 = 14.5 kg) se obtuvieron en las islas
Magdalena (Canadd) con ayuda de la Guardia Costera Canadiense. Los animales fueron
capturados, pesados, sexados y sacrificados usando métodos aprobados para la colecta
cientifica en Canada. Se colectaron aproximadamente 5 g de cada tejido, por medio de
una diseccion ventral, que fueron almacenados en viales criogénicos, congelados a -20
°C y guardados a -80 °C.

Las muestras de lobo marino de California (10 machos, longitud estdndar
promedio 202.5 £ 50.1 cm) se obtuvieron a partir de animales muertos varados frescos
(menos de 6 horas de muertos) en Cabo San Lazaro, Isla Magdalena, B. C. S., México.
Previo a la diseccion, se registrd la longitud y el género de cada individuo. Se
colectaron aproximadamente 5 g de cada tejido que fueron almacenados en viales
criogénicos y congelados a -20 °C.

Todas las muestras fueron transportadas al CIBNOR y almacenadas a -80 °C

hasta su analisis.
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4.5.2 Reactivos

La mayoria de los reactivos usados para los andlisis bioquimicos se obtuvo de
Sigma (San Luis, MO). La 2-vinilpiridina (2VP) se obtuvo de Fluka (Hanover,
Alemania) y los kits para cuantificar proteinas solubles se obtuvieron de Bio-Rad

(Hercules, CA).

4.5.3 Produccion de radical superoxido

La produccion enddégena de O,” se midié como un indicador de la capacidad
tisular para producir ERO, usando espectrofotometria durante la reduccion del
ferricitocromo ¢ (Drossos et al. 1995). 100 mg de cada muestra, cortados en rebanadas
delgadas, se colocaron en un tubo que contenia soluciéon amortiguadora Krebs—
Henseleit (NaCl, KCl, MgS04, NaH,PO,4, NaCOs, glucosa), se adicion6 1 mL de
citocromo € (15 mM, tipo V1 de corazén de caballo) y se procedid a incubar las
muestras en un bafio de agua con agitaciéon continua a 37 °C durante 15 min.
Inmediatamente después se adicion6 1 mL de N—etilmaleimida (3 mM) para detener la
reaccion. Los tubos fueron centrifugados a 2000 x g durante 10 min a 4°C. Se removio
el sobrenadante y se leyo a 550 nm. A las muestras se les volvié a adicionar solucion
amortiguadora Krebs-Henseleit, citocromo C y N—etilmaleimida, fueron nuevamente
incubadas y centrifugadas y se volvio a leer la absorbancia a 550 nm; esta lectura sirvio
como blanco para calcular la cantidad de O, producido, que se obtuvo dividiendo la
absorbancia de la muestra menos la del blanco entre el coeficiente de extincion del
citocromo ¢ (Esso= 21 nM/L*cm). Los resultados se expresaron en nanomoles de O,

por minuto por g de tejido himedo.
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4.5.4 Daifio oxidativo
4.5.4.1 Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos se midié como indicador del dafio oxidativo a lipidos
cuantificando el contenido tisular de sustancias reactivas al acido tiobartibutico
(TBARS) (Okhawa et al. 1979, Persky et al. 2000, Zenteno-Savin et al. 2002) tal y
como se describe en la primera parte de este trabajo (3.5.5.1). Los resultados se

expresaron en nanomoles de TBARS por g de tejido humedo.

4.5.4.2 Proteinas carboniladas

El dafio oxidativo a proteinas se midi6 cuantificando el contenido tisular de
proteinas carboniladas (Levine et al. 1990, 1994) como se describe detalladamente en el
apartado 3.5.5.2. La concentracion de proteinas carboniladas se expres6 en nanomoles

de proteinas carboniladas por g de tejido himedo.

4.5.5. Enzimas antioxidantes
4.5.5.1 Extractos tisulares

Los extractos tisulares elaborados para medir la actividad enzimatica de SOD,
CAT, GPx, GST y GR se realizaron siguiendo el procedimiento descrito en la seccion

3.54.1.

4.5.5.2 Superodxido dismutasa (EC 1.15.1.1)

Se midié la actividad total de SOD (Mn-SOD + Cu,Zn-SOD) utilizando el
sistema xantina/xantina oxidasa como generador de O, y nitroazul de tetrazolio (NBT)
como detector (Suzuki 2000). En una celda se mezclaron, la solucion de trabajo

(solucion amortiguadora sodio-carbonato 50 mM, xantina 0.1 mM, NBT 0.025 mM,
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EDTA 0.1 mM), xantina oxidasa (1 U/mL en sulfato de amonio 2 M) y 25 uL de
muestra o blanco (solucion amortiguadora de fostafos 50 mM, pH 7.5; EDTA 1 mM).
Se registrd la absorbancia a 560 nm cada 30 segundos durante 5 minutos. Se obtuvo el
cambio en la absorbancia por minuto a 560 nm (AAse) para poder calcular la actividad
enzimatica de SOD que fue expresada en unidades por mg de proteina. Una unidad de
SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para inhibir en un 50% la reaccion

entre el O,” y el NBT.

4.5.5.3 Catalasa (EC 1.11.1.6)

Se midi¢6 la actividad de CAT monitoreando el decremento en la concentracion
de H,O; a 240 nm (Aebi 1984). Se mezclaron en una celda, la solucion de trabajo
(solucién amortiguadora de fosfatos 100 mM, H,O, 10 mM) y 10 uL de muestra; se
registrd la absorbancia a 240 nm cada 15 segundos y se calculd el AAj4. La actividad
se obtuvo con base en el AAjsg y se expresd en unidades de CAT por mg de proteina.
Una unidad de CAT se define como la cantidad de enzima necesaria para reducir 1

umol de H,O, por minuto.

4.5.5.4 Glutatién peroxidasa (EC 1.11.1.9)

La actividad de la GPx selenio-dependiente se midi6 monitoreando el
decremento continuo en la concentraciéon de NADPH al usar H,O, como sustrato (Flohé
y Gilinzler 1984). Se mezclaron en una celda, solucion amortiguadora de fosfatos (500
mM), EDTA (50 mM), azida de sodio (20 mM), glutatiéon disulfuro reductasa (15
U/mL), NADPH (1.5 mM), glutatién (250 mM), dH,O, 50 uL de muestra y H,O, (10
mM). Se midi6 la absobancia a 340 nm cada 3 s durante 40 s y se calculo el AAsq4. Se

corrieron simultaineamente dos blancos, uno sin H,O, y otro sin muestra. La actividad



37

enzimatica se calculd usando el coeficiente de extincion del NADPH (6.22 M/L) y se
expres6 en miliunidaes de GPx por mg de proteina. Una unidad de GPx se define como

la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 pumol de NADPH por minuto.

4.5.5.5 Glutation-S-transferasa (EC 2.5.1.18)

La actividad de GST se midi6 monitoreando la formacion del complejo tioéter-
glutation-dinitrobenceno, como producto de la reaccion de GSH con 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB) (Habing y Jakoby 1981). Se mezclaron en una celda, solucion
de trabajo (solucién amortiguadora de fosfatos 100 mM, GSH 1 mM, EDTA 0.5 mM),
CDNB (10 mM) y 10 pL de muestra. Se registrd la abosrbancia cada 30 segundos
durante 6 minutos y se calculd el AAsz4o. Se corrié un blanco sustituyendo la muestra por
solucion de trabajo. Se calculd la actividad con base en el AAszy y se expresd en
miliunidades de GST por rmg de proteina. Una unidad de GST se define como la

cantidad de enzima que sintetiza 1 pmol de producto por minuto.

4.5.5.6 Glutation disulfuro reductasa (EC 1.6.4.2)

La actividad de GR se midi6 siguiendo la oxidacion de NADPH por GSSG
(Goldberg y Spooner 1983, Hermes-Lima y Storey 1995) tal y como se describe en la
primera parte de este estudio (3.5.4.2) y se expresé en miliunidades de GR por mg de
proteina. Una unidad de GR se define como la cantidad de enzima necesaria para

reducir 1 umol de GSSG por minuto.

4.5.6 Glutation y glutation disulfuro
Se midid la concentracion total de glutation (GSH-eq= GSH+2GSSG), de GSH,

y de GSSG siguiendo los métodos descritos por Tietze (1969) y Griffith (1980) con
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modificaciones (Hermes-Lima y Storey 1993, Ramos-Vasconcelos y Hermes-Lima
2003) como se describe de manera detallada en el primer capitulo de este estudio
(3.5.3). Con los datos obtenidos se calcul6 el estado de oxidacion celular (GSSG:GSH-
Eq). Los resultados fueron expresados en nanomoles de GSH-Eq, GSH o GSSG por g

de tejido htimedo.

4.5.7 Proteinas solubles
La cantidad de proteinas solubles se midi6 utilizando un kit comercial basado en
el método descrito por Bradford (1976), fue expresada en mg de proteina por mL y se

uso para estandarizar los valores de actividad enzimatica.

4.5.8 Andlisis Estadisticos

Los resultados se presentan como media + error estandar. Con los datos
obtenidos se realizaron estadisticas descriptivas y pruebas de normalidad (Shapiro-
Wilkins) y de homocedasticidad (Levene). Para detectar diferencias significativas entre
especies y entre tejidos se utilizo el analisis de variancia de una via (ANDEVA) con una
prueba a posteriori de Bonferroni o el analisis de variancia por rangos de Kruskall-
Wallis seguido de una U de Mann-Whitney, segun fuera el caso (Zar 1999). Para todos
los casos se considerd6 95% como nivel de confianza y a<0.1 como tendencia no

significativa. Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo usando el paquete

SYSTAT® 11.0 (SPSS, Richmond, CA).
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4.6 Resultados
4.6.1 Produccion de radical superoxido

La produccion endogena de O, fue significativamente mds alta en el higado de
foca de casco (p=0.014) que en el de foca de arpa o en el de lobo marino. En el pulmén
de lobo marino se registré menor produccion de O,” (p=0.0001) que en el de cualquiera
de los dos foécidos. En el musculo de foca de casco también hubo mayor produccion de

0, (p=0.026) que en el de lobo marino (Fig. 4).
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Figura 4. Produccion de radical superdxido (nmol*min/g de tejido humedo) en tejidos de foca de casco
(E&n=5), foca de arpa (B n=4) y lobo marino de California (Il n= 10). Los resultados se presentan como
media =+ error estandar. *= diferencias significativas por tejido entre especies (p<0.05).

4.6.2 Daifio oxidativo

La peroxidacion de lipidos no fue estadisticamente distinta entre los tejidos de
las tres especies, Unicamente el rifion de foca de arpa presentd una tendencia no
significativa (p=0.074) a tener mayores niveles de lipoperoxidacion que el rifidon de foca

de casco o el de lobo marino (Fig. 5A). El contenido de proteinas carboniladas fue
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significativamente mas elevado en el cerebro de lobo marino (p=0.039) que en el de
foca de casco o en el de foca de arpa. El higado de foca de casco present6 una tendencia
no significativa (p=0.085) a tener niveles mas bajos de proteinas carboniladas que el

higado de foca de arpa o el higado de lobo marino (Fig. 5B).
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Figura 5. A: Peroxidacion de lipidos (TBARS) y B: proteinas carboniladas (nmol/g de tejido humedo) en
tejidos de foca de casco ( ] n=5), foca de arpa ( B n=4) y lobo marino de California ( [l n= 10). Los
resultados se presentan como media + error estandar. *,'= diferencias por tejido entre especies (*=
p<0.05, "= p<0.1).
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4.6.3 Enzimas antioxidantes

La actividad de SOD fue mas alta en el cerebro de foca de arpa que en el de foca
de casco o lobo marino (p=0.048). El musculo de foca de casco presentd menor
actividad de SOD que el de foca de arpa (p=0.030). En el resto de los tejidos no se
registraron diferencias significativas en la actividad de SOD entre especies (Fig. 6A). La
actividad de CAT fue mas elevada (p<0.05) en el cerebro, el pulmén y el musculo de
lobo marino que en el de foca de casco o en el de foca de arpa y no presentd diferencias
significativas entre las dos especies de fécidos en ninglin tejido. Se observo una
tendencia no significativa en el rifion de lobo marino (p= 0.060) a presentar mayor
actividad de CAT que el rifidn de cualquiera de los focidos. La actividad de GPx fue
mas alta en el rinén (p= 0.030) y en el muasculo (p= 0.049) de lobo marino que en los de
los fécidos y presentd una tendencia no significativa a ser mas elevada en el corazén
(p=0.079) y en el higado (p=0.069) de lobo marino que en el de foca de arpa (Fig. 7A).
La actividad de GST fue significativamente mas alta en el rifion (p= 0.004), el higado
(p=0.019) y el musculo (p=0.005) de lobo marino que en el cualquiera de las focas y
mostr6 una tendencia no significativa (p=0.096) a ser mas elevada en el cerebro de lobo
marino que en el de ambos focidos (Fig. 7B). La actividad de GR fue significativamente
mas elevada (p= 0.044) en el musculo de lobo marino que en el de foca de arpa y
presentd una tendencia no significativa a ser mas alta (p=0.079) en el corazon de lobo

marino que en el de foca de casco (Fig. 7C).
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4.6.4 Glutation y glutation disulfuro

No se registraron diferencias significativas en la concentraciones de GSH-Eq,
GSH o GSSG ni en la tasa GSSG:GSH-Eq entre los tejidos de las especies estudiadas;
unicamente el pulmén de los focidos mostrd una tendencia no significativa (p=0.066) a

presentar mayor cantidad de GSH-Eq que el pulmoén de lobo marino (Fig. 8, Tabla 3).
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Figura 8. A: Contenido total de glutation (GSH-Eq) en nanomoles por gramo de tejido humedo y B:
Estado de oxidacion celular (GSSG:GSH-EQ)) en tejidos de foca de casco (E n=5), foca de arpa (B8 n=4)
y lobo marino de California ([ll n= 10). Los resultados se presentan como media + error estdndar. ‘=
diferencias por tejido entre especies (p<0.1).
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Tabla-IIl. Concentracion de glutation (GSH) y glutation disulfuro (GSSG) en tejidos de foca de casco
(n=5), foca de arpa (n=4) y lobo marino de California (n=10).

Especie Tejido GSH GSSG
(reducido) (oxidado)
Foca de casco Cerebro 389.82 +22.03 32.63 £20.99
Corazén  1696.31 £503.11 19593 +113.37
Rinén 47.83 £9.01 1.30 £ 0.05
Higado 485.98 £272.72 17.19 + 8.81
Pulmon 267.14 £ 89.77 15.15+3.61
Musculo  458.326 + 82.858  45.321 +31.400
Foca de arpa Cerebro 407.26 + 145.74  25.183 + 17.080
Corazén  1435.07 £ 543.70 95.39 + 34.66
Rinén 60.474 £ 0.15 2.00+1.90
Higado 538.54 +289.90 37.50+9.44
Pulmon 224.63 + 78.88 6.65 +£0.51
Musculo 286.76 £ 76.71 35.65+14.49
Lobo marino Cerebro 642.01 £410.05 31.48 +14.92
Corazén  1126.67 +£395.72  223.72+168.61
Rindén 166.39 +112.68 19.99 +13.25
Higado 1211.62 + 864.63 34.15+£23.05
Pulmon 76.86 + 58.10 76.80 = 52.99
Musculo  443.26 +£200.32 77.57 £ 56.87

Los resultados estan expresados en nanomoles por g de tejido humedo y se presentan como media + error
estandar. No existen diferencias significativas por tejido entre especies.

4.7 Discusion

La produccion endogena de O,” en los diferentes tejidos de las especies
estudiadas siguid un patrén similar al reportado por Valdivia et al. (2007) para la tortuga
verde (Chelonia mydas agassizii) un reptil que, por su condicion de buceador, también
estd a expuesto a ciclos continuos de isquemia/reperfusion. Se registraron diferencias
significativas en la produccion endégena de O, en el higado, el pulmoén y el musculo

de las tres especies (Fig. 4). Segun Burns et al. (2007) la capacidad fisioldgica de buceo
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de la foca de casco es mayor que la de la foca de arpa y que la del lobo marino de
California (Weise y Costa 2007); estas diferencias en la capacidad para bucear (Tabla 4)
probablemente se vieron reflejadas en la capacidad tisular para producir ERO ya que
todos los tejidos de la foca de casco presentaron niveles mayores (aunque no
significativos para el caso de cerebro, corazon y rifién) de produccion de O, que los

tejidos de la foca de arpa o los del lobo marino (Fig. 4).

Tabla IV. Capacidad fisioldgica de buceo y capacidad tisular para producir ERO de las especies
estudiadas.

Especie Tejido 0, 0,” Referencia

Foca de casco TBO, 94.0+44  0.038+0.005* Burns et al. 2007
Pulmoén 74+0.1 0.047 +0.003 Burns et al. 2007
Muasculo 373+ 1.4 0.028 = 0.008 Burns et al. 2007

Foca de arpa TBO, 74.8 £4.6 0.028 + 0.006* Burns et al. 2007
Pulmén 52 +0.16 0.033 +£0.003 Burns et al. 2007
Muasculo  27.0+1.3 0.024 +£0.012 Burns et al. 2007

Lobo marino TBO, 473 1.1 0.017 £ 0.003*  Weise y Costa 2007
Musculo  16.5+0.2 0.024 + 0.006 Weise y Costa 2007
Pulmoén - 0.011 £0.002 Weise y Costa 2007

Los datos se presentan como media £ error estandar. O,= cantidad de oxigeno disponible (mL/Kg)
TBO,= concentraciones totales de oxigeno corporal (mL/Kg). O,= produccién endégena de radical
superdoxido (nmol*min/ g tejido himedo). *= suma de la produccion enddogena de O, en todos los tejidos
estudiados.

La mayor capacidad tisular para producir ERO observada en los tejidos de foca
de casco que en los de foca de arpa o en los de lobo marino, probablemente se deriva de
exposiciones mas agudas a isquemia, asociadas a la duracién y profundidad de los
buceos que realiza esta especie. La foca de casco puede bucear a profundidades mayores
a 1000 m y permanecer sumergida por periodos de hasta 52 minutos (Folkow y Blix
1999); en contraste, la foca de arpa alcanza una profundidad y un tiempo méximo de

buceo de alrededor de 568 m y 25 minutos (Folkow et al. 2004), mientras que el lobo
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marino de California bucea a una profundidad méxima de 275 m (Kooyman 2002) y por
periodos de tiempo no mayores a los 4 min (Costa et al. 2004).

Por otra parte, se sabe que ademas de las adaptaciones fisioldégicas como son
concentraciones elevadas de oxigeno en el musculo y la sangre, volimenes sanguineos
y hematocritos altos y contenidos de hemoglobina y mioglobina elevados, que
contribuyen en conjunto a aumentar la capacidad fisiolégica de buceo, y que se
presentan en cantidades importantes en todas especies de focidos que se caracterizan por
realizar buceos profundos y de larga duracion (Butler y Jones 1997, Kooyman y
Ponganis 1998, Elsner 1999, Ramirez et al. 2007), la foca de casco posee
particularidades anatémicas como mayor tamafio y mayor musculatura en el ventriculo
derecho de su corazon, asi como altas concentraciones de fibras de elastina y mayor
diametro en la aorta que otras focas capaces de realizar buceos profundos y
prolongados; lo anterior probablemente ayuda a la foca de casco a aumentar la
eficiencia del buceo al permitir la salida de un mayor volumen de flujo sanguineo que es
capaz de incrementar la perfusion hacia el pulmén después del buceo, facilitando la
normalizacidn del ritmo cardiaco y la reoxigenacion de los tejidos durante el periodo de
recuperacion en la superficie (Draberk y Burns 2002). Sin embargo, estas adaptaciones
anatomicas que, por un lado ayudan a la foca de casco a aumentar su capacidad de
buceo, por el otro podrian incrementar la generacion de ERO en el pulmén durante la
reperfusion. El tejido pulmonar de la foca de casco fue uno de los que presentd6 mayor
produccion endogena de O,” de entre todos los tejidos estudiados. Como dato
interesante resalta que Unicamente se obtuvieron diferencias significativas en este
parametro con el pulmoén de lobo marino y no con el de la foca de arpa (Fig.4). A la

fecha no existen estudios que describan detalladamente la anatomia del sistema cardio-
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respiratorio de la foca de arpa y que puedan servir como base para ayudar a explicar las
similitudes en la produccion de O,™ con la foca de casco.

Se sabe que en general, los pulmones de los focidos son uno de los 6rganos mas
expuestos a ciclos agudos de isquemia/reperfusion durante y después del buceo debido
por una parte, a la activacion de receptores periféricos y arteriales que permiten que
éstos se desinflen y colapsen para ayudar al descenso y evitar barotraumas y por la otra,
a que son el primer tejido en recibir la reperfusion al final del buceo (Falke et al. 1985,
Kooyman y Ponganis 1998, Elsner 1999). Tanto el pulmoén de la foca de casco como el
de la foca de arpa presentaron niveles mayores en la produccion de O, que el pulmoén
de lobo marino (Fig. 4) que, sin embargo, no se vieron reflejados ni en mayor dafio
oxidativo a lipidos y proteinas (Fig. 5) ni en mayor estado de oxidacion celular (Fig.
8B), pese a que tampoco se registr6 mayor actividad de ninguna de las enzimas
antioxidantes (Figs. 6 y 7) en estos tejidos. El unico parametro en el se que registraron
diferencias, aunque no significativas (p=0.066), en el tejido pulmonar a favor de ambos
focidos, fue la concentracion de GSH-Eq (Fig. 8A); es posible que niveles mayores de
GSH-Eq en el pulmén de los focidos que en el de lobo marino ayuden a balancear de
manera eficiente la produccion de O,” evitando el dafio oxidativo (Fig. 5). Los
resultados del primer capitulo de este trabajo sugieren la participacion activa del sistema
del GSH como mecanismo protector contra la isquemia/reperfusion asociada al buceo
en tejidos de focidos.

Pese que no se registraron diferencias significativas en la actividad de GR (Fig.
7C), de GST o GPx (Figs. 7A y 7B) que pudieran evidenciar que existe mayor tasa de
reciclamiento o mayor uso del GSH en el pulmén de los focidos que en el de lobo
marino, si se registraron mayores concentraciones de GSH-Eq. Lo anterior puede

deberse mas que a una diferencia en el reciclamiento y el mantenimiento del péptido,
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como sucede en los focidos con respecto a los mamiferos no buceadores (ver seccion
3.7, Véazquez-Medina et al. 2006), a que existe una mayor actividad de las enzimas
encargadas de la sintesis de novo de este compuesto (Kosower y Kosower 1978, Meister
y Anderson 1983) en el pulmdn de los focidos estudiados que en el del lobo marino de
California.

Por otra parte, es importante volver a resaltar que en el pulmon de los focidos
existe mayor produccion de O,” que en el de lobo marino que, pese a no ser
contrarrestada por una actividad mas alta de la SOD (Fig. 6A), aparentemente no
repercute en el dafio oxidativo (Fig. 5). Vazquez-Medina et al. (2006) encontraron
mayor actividad de las enzimas SOD y GPx en pulmones de foca anillada que en
pulmones de cerdo, lo que da idea de que en realidad existe proteccion enzimatica
antioxidante en este tejido contra la produccion post-buceo de O, en los pinnipedos y
probablemente en otros vertebrados buceadores. Pese a lo anterior, las diferencias
encontradas en la produccion de O, a nivel familia (focas y lobos marinos) podrian
deberse a la capacidad de buceo, es decir, al grado de isquemia/reperfusion al que estan
sometidos los foécidos en comparacion con los otaridos debido a sus buceos mas
prolongados y profundos (Folkow y Blix 1999, Kooyman 2002, Folkow et al. 2004,
Costa et al. 2004), y/o a la probable utilizacion del O, en la activacion de otros
mecanismos que podrian ayudar a prevenir el dafo oxidativo derivado de periodos de
isquemia prolongados seguidos de una reperfusion abrupta, como los que experimentan
los focidos en respuesta a los buceos que realizan (Elsner et al. 1966).

Buetler et al. (2004) refuerza la idea anterior al sefialar que el O,” es una
molécula importante como mecanismo de sefializacion celular. Haddad y Land (2001),
Haddad (2002a, 2002b, 2002c, 2002d) y Haddad y Harb (2005) proponen que la

activacion no hipdxica del HIF-1 en el tejido pulmonar de mamiferos es mediada tanto
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por ERO como por GSH, péptido cuyas concentraciones también fueron mas altas en el
pulmon de los focidos que en el del lobo marino (Fig. 8A). Del mismo modo, Johnson
et al. (2004, 2005) encontraron mayores niveles de HIF-1o,, HIF-1f3 y de la proteina de
von Hippel-Lindau (pVHL) en el pulmoén que en el corazon, rifion, higado o musculo
de focas anilladas. La pVHL es una proteina que en condiciones de normoxia se une al
HIF-1a, cuyos residuos de prolina y asparagina son continuamente hidroxilados,
promoviendo su ubiquitinacidon para su posterior degradacion en el proteosoma (Salceda
y Caro 1997) y, que en condiciones de hipoxia no es capaz de interactuar con el HIF-1a
debido a la ausencia de hidroxilacioén en esta proteina, promoviendo la unién del HIF-
la con el HIF-1p, la formacion del complejo HIF-1 y su translocacion al nticleo celular
(Maxwell et al. 1999, Jaakkola et al. 2001). La alta acumulaciéon del HIF-1a en el
pulmoén de focas a pesar de la presencia también alta de la pVHL sugiere que en este
tejido existe una activacion no hipoxica del HIF-1, posiblemente mediada por ERO y
GSH (Haddad y Land 2001, Haddad 2002a. 2002b, 2002c, 2002d, Haddad y Harb
2005) que probablemente ayuda a activar otros mecanismos protectores contra la
isquemia/reperfusion y a recuperar la funcion pulmonar después del buceo (Johnson et
al. 2005).

Otro componente importante de los pulmones de los pinnipedos, ademas del
reforzamiento cartilaginoso y del tejido conectivo que permite altas tasas de inspiracion
y expiracion y el inflamiento/desinflamiento repetitivo de los alvéolos durante y
después de una apena, es la presencia de musculo liso en las paredes pulmonares
(Kooyman 1989). Esta presencia de tejido muscular liso podria acarrear produccion de
ERO debido a que la vasoconstriccion periférica en este tejido se mantiene

drasticamente durante todo el buceo (Elsner 1999).
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Zenteno-Savin y Elsner (2000) y Zenteno-Savin et al. (2002) encontraron mayor
produccion de O, en musculo que en rifidn y corazon de focas y de cerdos; el mismo
patrén se observo en este estudio en los tejidos de la foca de casco, cuyo tejido muscular
registrd mayor produccion de O, que el de la foca de arpa y el de lobo marino (Fig. 4).
Las diferencias en la produccion enddgena de O, en el tejido muscular pueden estar
relacionadas con diferencias especificas en la capacidad fisiologica de buceo de las tres
especies (Tabla 4). Mientras que las concentraciones de O; en el pulmén de las dos
especies de focidos difieren uUnicamente en 2.2 mL/Kg, las diferencias en dicho
parametro en el musculo son de 10.3 mL/Kg entre ambas focas y de 20.8 mL/Kg entre
la foca de casco y el lobo marino. Estas diferencias en la cantidad de oxigeno en los
musculos estdn dadas principalmente por mayor volumen sanguineo, mayor porcentaje
de hematocrito y mayor concentracion de hemoglobina y mioglobina en el musculo de
la foca de casco que en el de la foca de arpa (Burns et al. 2007) o el lobo marino (Weise
y Costa 2007). Estd ampliamente documentado que los focidos poseen niveles de
hematocrito y relaciones volumen sanguineo/masa corporal elevados que les permiten
extender el uso del metabolismo aerobio y bucear por periodos de tiempo prolongados
(Lenfant 1969, Qvist et al. 1986, Castellini et al. 1988, Castellini y Castellini 1993,
Elsner 1999) y que éstos tienden a incrementarse en especies con mayor capacidad
fisioldgica de buceo (Burns et al. 2007); del mismo modo, bucear por mas tiempo y a
mayor profundidad implica ajustes cardiovasculares mas agudos y por lo tanto mayor
isquemia selectiva (Elsner 1999) que pudiera estarse reflejando en las diferencias post-
buceo en la produccion de ERO en el musculo de ambos focidos (Fig. 4).

Se sabe que la fuente principal de O," en las células in vivo es la cadena de
transporte de electrones (Halliwell y Gutteridge 1999) y que la media de la densidad

mitocondrial por volumen de fibra en el mtsculo de la foca comun, capaz de bucear a
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profunidades de hasta 280 m y por periodos de tiempo cercanos a la media hora
(Kooyman 2002), es de 9.7%, mientras que en el de lobo marino de Steller es de 6.2%
(Kanatous et al. 1999). Por lo tanto es probable que la mayor produccion de O,"
encontrada en el musculo de la foca de casco que en el de lobo marino de California se
deba también a que existe mayor densidad mitocondrial en el tejido muscular de esta
especie.

Otra posibilidad es que los lobos marinos eviten la produccion de ERO en el
musculo y en el resto de sus tejidos (Fig.4) induciendo mecanismos como la actividad
de la enzima hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HGPRT) (Elsner et al. 1995,
1998) que se encarga del reciclamiento de nucledtidos purinicos acumulados durante la
isquemia debido a la degradacion del ATP (Kuppusamy y Zweier 1989, Thompson-
Gorman y Zweier 1990). En condiciones normales esta via metabdlica es la responsable
de la generacion del 90% de los nucleodtidos de purina y de la remocidn de la mayoria de
la HX producida durante el metabolismo de las purinas al convertirla en ATP via inosin
mono fosfato (IMP) (Stone y Simmonds 1991). Durante el desabasto de oxigeno, como
sucede en los tejidos isquémicos, la degradacion de nucledtidos purinicos es mas rapida
y genera mayor acumulacion HX que, junto con la conversion proteolitica de la XDH en
XO, resulta en la produccion abrupta de ERO durante la reperfusion (McCord 1985). La
remocion de la HX acumulada durante la isquemia por la HGPRT podria ser un
mecanismo eficiente para evitar la produccién de O, en tejidos de lobo marino y al
mismo tiempo, conservar las reservas energéticas derivadas de las purinas, sobre todo
del ATP, mediante la via de HX-IMP catalizada por la HGPRT. Lo anterior, ademas de
evitar los problemas derivados de la toxicidad de las ERO en tejidos de lobo marino,
representaria una alternativa para reducir el alto costo metabolico de producir ATP de

novo al proveer energia metabodlica intermediaria (Elsner et al. 1998).
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El higado de la foca de casco fue otro tejido que, al igual que el musculo,
presentd mayor produccion de O, que el de la foca de arpa o el del lobo marino (Fig.
4). Igual que en el musculo, estas diferencias en la produccioén de O, tampoco se vieron
reflejadas en mayor dafio oxidativo a lipidos o proteinas (Fig. 5) pese a que no se
observd mayor actividad de ninguna de las enzimas antioxidantes analizadas (Figs. 6, 7)
ni mayor contenido de GSH-Eq (Fig. 8A). El higado de la foca de casco fue ademas el
tejido que presentd mayor produccion O, de todos los tejidos estudiados. Valdivia et
al. (2007) también encontraron mayor produccion de O,” en el higado que en el
corazon, rifion, pulmén y musculo de la tortuga verde (Ch. mydas agassizii).

El higado de los focidos es uno de los tejidos que se ven mas fuertemente
vasoconstrifiidos durante el buceo (Elsner et al., 1966), como sucede en otros 6érganos
periféricos, la cantidad de flujo sanguineo que es dirigida al tejido hepatico durante un
buceo es de apenas el 10% de la cantidad que recibe durante periodos de reposo
(Castellini 1985), lo que provoca que la cadena de transporte de -electrones
practicamente se detenga mientras el animal estd buceando (Hochachka et al. 1988). Por
otro lado, se sabe que durante periodos de oxigenacién normales, la tasa metabdlica del
higado de los mamiferos es una de las mas altas (Schmidt-Nielsen 2001). Todo lo
anterior podria incrementar la produccién post-buceo de O,", que tendria que ser
contrarrestada por mecanismos antioxidantes para evitar el dafio oxidativo y la pérdida
de la funcidn tisular. Sin embargo, el higado de los focidos no presenta mayor actividad
de SOD, GPx o GST (Vazquez-Medina et al. 2006) ni mayor concentraciéon de GSH
(Fig. 1A) que el higado de mamiferos no buceadores, lo que podria sugerir que son
otros mecanismos, posiblemente antioxidantes vitaminicos o sistemas de reparacion del
dafio generado por ERO (Zenteno-Savin 2002), los que ayudan a prevenir el dafio

oxidativo (Fig. 3). Otra posibilidad es que las ERO producidas en el higado de los
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focidos, como consecuencia de la isquemia/reperfusion asociada al buceo, sean usadas
como moléculas de sefializacion para la activacion de otros mecanismos mediadores de
la respuesta celular a la hipoxia (Webster 2007).

Los resultados de este trabajo, pese a haber mostrado mayor produccion de O,
en el higado de la foca de casco que en el de la foca de arpa y en el del lobo marino
(Fig. 4), que probablemente se deba a las implicaciones metabolicas que permiten a esta
especie realizar buceos largos y profundos, no registraron diferencias significativas en la
actividad enzimatica antioxidante, la concentracion de GSH (Fig. 8A, Tabla 3), el dafio
oxidativo (Fig. 5) o el estado de oxidacion celular (Fig. 8B) entre las tres especies (Figs.
6, 7A, 7C). Unicamente el higado del lobo marino presenté mayor actividad de GST
que el de ambos focidos (Fig. 7B). Esta es una situacion analoga a la observada en las
comparaciones entre focidos y mamiferos no buceadores (Vazquez-Medina et al. 2006).

El higado es un 6rgano primordial para el almacenamiento de la GST, ademas de
ser el tejido que presenta el mayor nimero de isoformas y la mayor actividad de esta
enzima (Stegeman et al. 1992, Tsuchida y Sato 1992). La GST es una enzima que
participa en reacciones de destoxificacion de segundo nivel al conjugar agentes
electrofilicos con GSH para facilitar su remocion (Habing y Jakoby 1981). Los
pinnipedos y otros vertebrados buceadores acumulan hierro en el higado (Watanabe et
al. 2002, Franzellitti et al. 2004), por lo que mantener actividades elevadas de GST
podrian contribuir a evitar el dafio oxidativo ocasionado por metales pesados (Halliwell
y Gutteridge 1999). Mayor actividad de GST en el higado de lobo marino que en el de
cualquiera de los dos foécidos (Fig. 7B) puede deberse a la presencia de grandes
concentraciones de metales pesados, aparentemente de origen natural, encontrados por

Safiudo-Wilhelmy y Russell (1998) y por Mufioz-Barbosa (2004) a lo largo de la
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Peninsula de Baja California y en tejidos de varias especies de tortugas (Gardner et al.
2006) y de ballenas grises (Méndez et al. 2002) del area.

No se registraron diferencias significativas en la produccion de O, (Fig. 4), el
dafio oxidativo a lipidos (Fig. 5B), la actividad de GPx, GST o GR (Fig. 7), la cantidad
de GSH-Eq, GSH y GSSG o el estado de oxidacion celular (Fig. 8, Tabla 3) en el rifidn,
el corazon o el cerebro de las especies estudiadas.

El rifion de las focas es uno de los tejidos mas tolerantes a la isquemia (Behrisch
y Elsner 1980), y se ve duramente vasoconstrifiido durante el buceo (Elsner et al. 1966)
al recibir apenas cerca del 10% del volumen regular del flujo sanguineo (Castellini
1985). A pesar de lo anterior, aparentemente no existe una pérdida de la funciéon renal
durante la reperfusion, en contraste con lo que sucede en rifiones de mamiferos
terrestres (Halasz et al. 1974). Al parecer, la disminucion de la tasa metabdlica durante
el buceo en este tejido es la clave para sobrevivir a la isquemia aguda (Castellini 1985).
Existe evidencia de que, pese a mantenerse en condiciones hipometabolicas durante el
buceo, el rifdn de las focas acumula HX (Elsner et al. 1995, Elsner et al. 1998) y tiene
mayor capacidad para producir ERO, pero también mayor capacidad antioxidante total
que el rifion de los mamiferos terrestres (Zenteno-Savin et al. 2002).

Pese a que no es posible argumentar que en el rindén de las focas la actividad
enzimatica antioxidante contribuye a aumentar la capacidad antioxidante total
(Vazquez-Medina et al. 2002), los resultados de la primera parte de este estudio (Fig.
1A) permiten inferir que son antioxidantes no enzimaticos de bajo peso molecular,
como el GSH (ver seccion 3.7) los que influyen de manera significativa en el estado
antioxidante del rifion de las focas. Al no haber detectado diferencias significativas en
los parametros medidos entre los rifiones de las tres especies estudiadas y tomando en

cuenta que tanto los rifiones de los focidos como los de los otaridos se encuentran
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fuertemente vasoconstrinidos, isquémicos ¢ hipometabodlicos durante el buceo (Elsner
1999), es posible suponer que en ambas familias, niveles constitutivamente elevados de
GSH (ver seccion 3.7) podrian determinar la alta capacidad antioxidante total
encontrada por Zenteno-Savin et al. (2002) en este tejido.

El no encontrar diferencias significativas en ninguno de los pardmetros medidos
entre los corazones de las tres especies ayuda a sustentar la hipotesis del
precondicionamiento natural del corazén de los mamiferos buceadores, derivado del
flujo sanguineo intermitente al que estan expuestos durante el buceo, que a su vez
resulta en la disminucién del consumo de oxigeno necesario para mantener la funcién
cardiaca (Gooden y Elsner 1985, Elsner 1999). Lo anterior al parecer promueve
incrementos en la produccion de O,” (Zenteno-Savin y Elsner 1998, 2000, Zenteno-
Savin et al. 2002) que, a su vez, podrian inducir la respuesta enzimadtica antioxidante
(Elsner et al. 1998, Vazquez-Medina et al. 2006), el sistema del GSH (ver capitulo 1) y
probablemente la acumulacion del HIF-1 (Johnson et al. 2004, Johnson et al. 2005) que,
ademas de coordinar la respuesta homeostatica a la hipoxia regulando la expresion de
genes vasculares, del metabolismo energético y del ciclo celular (Bunn y Poyton 1996),
podria regular la respuesta mediada por las HSPs (Date et al. 2005, Baird et al. 2006).

No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los pardmetros
medidos, salvo en la actividad de SOD y en la concentracion de proteinas carboniladas
en el cerebro de las tres especies. Los ajustes del sistema cardiovascular que sufren los
pinnipedos durante el buceo tienen como fin primario mantener el flujo continuo de
sangre oxigenada hacia el cerebro (Kooyman y Ponganis 1998, Elsner 1999) por lo que
era de esperarse que no existieran altas tasas de produccion de O, derivadas de la
isquemia/reperfusion, debido a que este tejido se mantiene adecuadamente oxigenado

durante todo el buceo (Hochachka et al. 1977, Hochachka 1981). A pesar de lo anterior,
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existen evidencias que indican que el cerebro de ciertos focidos, capaces de realizar
buceos prolongados y profundos, tiene una especial tolerancia a concentraciones bajas
de oxigeno (Elsner et al. 1970, Kerem y Elsner 1973). Dentro de esta tolerancia bien
pudieran estar incluidos mecanismos de defensa antioxidantes, como la alta actividad de
SOD encontrada en el cerebro de la foca de arpa (Fig. 6A).

Por otro lado, segun Dromer et al. (1977), la perfusion hacia el cerebro del lobo
marino de California es mantenida a niveles constantes durante todo el buceo, lo que
concuerda con los valores relativamente bajos de O,” y peroxidacion lipidica
encontrados; sin embargo, en el cerebro de lobo marino se observd mayor actividad de
CAT y GST (no significativa) y mayor concentracion de proteinas carboniladas que en
el de los focidos (Figs. 5B, 6B ). Lo anterior podria deberse a la presencia de acido
domoico proveniente de proliferaciones microalgales nocivas que recurrentemente se
presentan a lo largo de la Peninsula de Baja California y cuyos efectos en la fauna
marina silvestre han sido monitoreados desde hace mas o menos 10 afios (Sierra-Beltran
et al. 1997). Silvagni et al. (2005) mencionan que los efectos adversos del acido
domoico en el lobo marino de California incluyen isquemia y necrosis neuronal que
bien podrian estar tratando de ser contrarrestadas por actividad de CAT y GST, y estarse
viendo reflejadas en mayor contenido de proteinas carboniladas en el cerebro de lobo
marino que en el de los focidos.

El no encontrar diferencias significativas en el dafio oxidativo a lipidos y
proteinas (salvo en el caso del cerebro) y en el estado de oxidacion celular entre los
tejidos de las especies estudiadas, a pesar de las diferencias en la capacidad para
producir ERO, da idea de que los pinnipedos, al igual que otros vertebrados buceadores,
se preparan anticipadamente contra el estrés oxidativo derivado de la produccion post-

buceo de ERO, para poder sobrevivir a los ciclos continuos de isquemia/reperfusion
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asociados a la respuesta al buceo (Zenteno-Savin et al. 2002, Hermes-Lima y Zenteno-
Savin 2002, Bickler 2004, Willmore y Storey 2005, Vazquez-Medina et al. 2006,
Valdivia et al. 2007, Furtado-Filho et al. 2007, Ramirez et al. 2007) manteniendo la
actividad enzimatica antioxidante y los niveles de GSH constitutivamente elevados
(Wilhem-Filho et al. 2002, Vazquez-Medina et al. 2006, ver capitulo 1) y
probablemente, activando el HIF-1 mediante reacciones de oOxido-reduccion que
involucran ERO y GSH (Johnson et al. 2004, 2005), tal y como sucede en peces
expuestos a cambios metabolicos en la concentracion de oxigeno por exposiciones al
frio y al calor (Heise et al. 2006a,b, en prensa).

Los resultados obtenidos en este trabajo también sugieren que es probable que
existan ciertas diferencias a nivel familia en los mecanismos adaptativos que permiten a
focas y lobos marinos tolerar la isquemia/reperfusion asociada al buceo. Mientras que
las focas podrian usar el GSH y las ERO, producidas en grandes cantidades como
respuesta a la isquemia aguda, para activar mecanismos que coordinen la respuesta
celular a la hipoxia (Zenteno-Savin y Elsner 1998, 2000, Zenteno-Savin et al. 2002,
Johnson et al. 2004, 2005, Vazquez-Medina et al. 2006, ver seccioén 3.7), los lobos
marinos podrian evitar la produccion de ERO mediante la activacion de la via HX-IMP
catalizada por la HGPRT, disminuyendo los problemas derivados de la reactividad de
las ERO y ayudando a generar energia metabolica intermediaria de bajo costo (Elsner et
al. 1998).

En resumen, los resultados de este estudio muestran que existe mayor
produccion de radical superoxido en los tejidos de las especies con mayor capacidad de
buceo, lo que probablemente sea el resultado de la isquemia aguda derivada de sus
buceos largos y profundos. Dichas diferencias sin embargo, no se reflejan en mayor

dafio oxidativo a pesar de no existir, aparentemente, mayor actividad enzimatica
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antioxidante, ni mayor concentracion de GSH, por lo que se sugiere que las tres especies
de pinnipedos, independientemente de su capacidad fisioldgica de buceo, poseen un
sistema antioxidante altamente desarrollado y estan preparadas para tolerar la
produccion post-buceo de ERO derivada de la isquemia/reperfusion. Por ultimo, los
resultados en su conjunto muestran que es probable que existan mecanismos adaptativos
distintos a nivel familia para contrarrestar esta paradoja fisioldgica; mientras que en los
focidos, la produccion de ERO y el contenido de GSH podrian jugar un papel
importante en la activacion de otros mecanismos reguladores de la respuesta a la
hipoxia, preparando a los tejidos anticipadamente para tolerar la produccion de ERO y
el estrés oxidativo derivado de la respuesta al buceo, en los otéridos, la produccion de

ERO podria estar siendo evitada mediante el reciclamiento de HX.

4.8 Conclusiones

Existen diferencias significativas en la produccion de O, entre los tejidos de las
especies estudiadas que aparentemente se deben a la capacidad fisioldgica de buceo de
cada especie.

El no encontrar, en general, diferencias significativas en el dafio oxidativo, la
actividad enzimatica antioxidante o la concentracion de GSH en los tejidos de las
especies estudiadas, sugiere que tanto focidos como otdridos tienen un sistema
antioxidante altamente desarrollado que les permite estar preparados para contrarrestar
la isquemia/reperfusion asociada al buceo.

Por ultimo, es probable que existan diferencias a nivel familia en los
mecanismos adaptativos que permiten a las focas y a los lobos marinos tolerar ciclos

repetitivos de isquemia/reperfusion derivados de la respuesta al buceo.
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5. Perspectivas

Después de analizar los resultados obtenidos en el presente trabajo, es necesario
seguir estudiando los mecanismos adaptativos que permiten a focas y lobos marinos
contrarrestar la isquemia/reperfusion asociada al buceo. Estudios in vitro darian una
idea cercana de la activacion no hipoxica del HIF-1 mediada por GSH y por ERO en
tejidos de focas, ademas de la participacion del HIF-1 en la activacion del Hsf.

Por otra parte, estudiar las concentraciones de HX y la actividad de la HGPRT
en tejidos de focas y lobos marinos ayudaria a sustentar la idea de las diferencias en los
mecanismos adaptativos que existen en ambas familias para sobrevivir a la
isquemia/reperfusion derivada de la respuesta al buceo.

Otro punto interesante es aquel que involucra el envejecimiento en estas
especies, debido a que la teoria del envejecimiento por radicales libres (Harman 1956)
sigue siendo una de las mas aceptadas (Harman 2006) y que, al parecer, los pinnipedos
tienen cantidades importantes de antioxidantes en su sistema como consecuencia de los
mecanismos adaptativos derivados de la respuesta al buceo, lo que les conferiria cierta

capacidad para evitar el deterioro derivado de la edad.
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