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RESUMEN

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

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



ABSTRACT

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

Key words: Blue shark, maturity status, oxidative stress, sex differences, trace elements
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Elementos Traza y Estrés Oxidativo en el Tiburén Azul

1 INTRODUCCION

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

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

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

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

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

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

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

empleados para consumo humano como peces y moluscos.

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

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

tejidos de un organismo.

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

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

México.

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

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

langostilla.

2 ANTECEDENTES

2.1 Tiburon azul, Prionace glauca

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2.2 Indicadores de estrés oxidativo

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Generacion de G6PDH

GPx N &R N
7 7

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

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

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

estrés oxidativo

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

metalotioneina, MT) (Nufiez-Nogueira et al., 1998; Storelli et al., 2003). Sin embargo,
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también otros oOrganos, como el higado, rifion, pancreas, branquias o sangre, pueden

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

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

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

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

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

existe una correlacion directa de la biomagnificacion con el sexo y talla, y que los niveles
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de Hg en masculo exceden los niveles permitidos por la norma oficial mexicana (1 mg kg

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

oxidativo.

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

por el consumo de este recurso pesquero.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

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

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

tejidos del tiburdn azul (Prionace glauca).

4.2 Objetivos especificos

>

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

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

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

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

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

masculo, higado y rifién del tiburén azul.

Establecer los niveles de peroxidacién de lipidos y carbonilos proteicos como

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

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

tréfico del tiburdn azul.
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5 HIPOTESIS

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

como entre juveniles y adultos.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio

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

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

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

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

6.2 Fase de campo

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

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

hepatopancreas.

25°42° N

22°50° N

112°18° W 109°22° W

A: Punta Belcher; B: Punta Lobos

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

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

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

6.3 Fase de laboratorio

6.3.1 Elementos traza

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

hamedo (ww).

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

mediante flama aire/acetileno.

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

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

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

Para la determinacion de la concentracion de Se, As y Ag mediante absorcion atomica,
se tomd una sub-muestra de aproximadamente 0.5 g y se coloco en viales de plastico de 50
mL rotulados. Para la digestion, la muestra se coloc6 en los vasos de teflon del horno
(Multivawe 300 Microvawe Sample Preparation System, Anton Para, Austria, Europe) y se
adicionaron 6 mL de HNO;3 (70%) y 2 mL de H,0O, al (30%) (Baker Analyzed A.C.S
Reagent Stabilized). La muestra digerida se envaso en viales de plastico de 50 mL y se
afor6 con agua destilada a 20 mL. En cada corrida de digestiones se emplearon los
materiales de referencia DOLT-4 y trucha del Lago Superior (Lake Superior Fish - LSF)
del National Research Council of Canada y el National Institute of Standards and
Technology (NIST) y una mezcla enriquecida, la cual es una solucion de HNO3; (2%) que
contiene 31.49 ng g™ de As, 4.25 ng g™ de Agy 28.33 ng g de Se. Para la lectura de As y



22
Angélica Ma. Barrera-Garcia

Ag se empled un espectrometro de absorcion atdmica (Atomic Absorption Spectroscopy,
PerkinElmer Instruments, Shelton, CT, USA) con horno de grafito (Graphite Furnace +
Autosample (AS) 93). Todos los analisis de muestras se realizaron por triplicado. Los
resultados se expresan en mg kg™ de peso himedo (ww). Los limites de deteccion
empleados fueron 0.01 mg kg™ para Ag y 0.02 mg kg™ para As.

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

deteccion para Se fue de 0.04 para mg kg™

6.3.2 Indicadores de estrés oxidativo

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

triplicado.

6.3.2.1 Proteinas solubles totales

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

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

muestra.

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

6.3.2.2 Produccién de radical superéxido

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

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

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

6.3.2.3 Actividad de las enzimas antioxidantes

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

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

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

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

enzima necesaria para reducir 1 pmol de GSSG por minuto.

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

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

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

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

6.3.2.4 Dafo oxidativo

6.3.2.4.1  Carbonilos proteicos

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

una hora con agitacion cada 15 minutos.

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

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

gramo de tejido.

6.3.2.4.2 Peroxidacion de lipidos

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

expresaron en nmol TBARS mg™ proteina.

6.4 Analisis estadisticos

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

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

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

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

andlisis estadisticos (Dehn et al., 2006).

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

significancia utilizado fue de a. < 0.05.

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

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

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



28
Angélica Ma. Barrera-Garcia

6.4.2 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en higado y rifidn de tiburon azul

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

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

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

como promedio + SE.

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

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

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

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

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

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

azul y el calamar.
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7 RESULTADOS

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

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

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

Numero de individuos
D
1

L I

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

Intervalo de Tallas (cm)

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

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

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

Hid HMd MIm MId MMm Tiburon

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

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

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

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

3.43; p = 0.005).

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

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

Se observé una relacién lineal (R? = 0.64, p < 0.001) y exponencial (R*= 0.7, p < 0.001)
significativa entre la concentracion de Hg y la LT en el masculo de los tiburones (Fig. 8).
Los anélisis de PCA generaron 3 componentes principales (CP), los cuales explican el 50%
de la variabilidad de los datos (20.2%, 16.5% y 13,4% respectivamente), con eigen-valores
> 1.5 (Fig. 9). El peso de los factores (>0.6) representa las variables que estan
correlacionadas en el CP, explicando la contribucién de la varianza en los datos: 1)
produccion de O, ", concentracién de Hg y As y 2) actividad de las enzimas GR, SOD,
GST y concentracion de TBARS.
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Figura 6. Actividad de las enzimas antioxidantes (U mg™ proteina) en masculo de tiburén
azul (Prionace glauca) por grupos. A. GR: Glutation reductasa; B. GPx: Glutation
peroxidasa; C. GST: Glutatién S-transferasa; D. CAT: Catalasa; E. SOD: Superdxido
dismutasa. Los datos se presentan como promedio + SE. HId: Hembras inmaduras
colectadas en diciembre (n: 11); HMd: Hembras maduras colectadas en diciembre (n: 9);
MIm: Machos inmaduros colectados en mayo (n: 11); Mld: Machos inmaduros colectados
en diciembre (n: 9); MMm: Machos maduros colectados en mayo (n: 9).
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Figura 7. A. Tasa de produccién del radical superéxido (O,", nmol min™ mg™ proteina).
B. Concentracién de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS, nmol mg™
proteina). C. Niveles de carbonilos proteicos (umol g™ de tejido) (Prionace glauca). Los
datos se presentan como promedio + SE. HId: Hembras inmaduras colectadas en diciembre
(n: 11); HMd: Hembras maduras colectadas en diciembre (n: 9); MIm: Machos inmaduros
colectados en mayo (n: 11); MId: Machos inmaduros colectados en diciembre (n: 9);
MMm: Machos maduros colectados en mayo (n: 9). Simbolos diferentes denotan
diferencias significativas (p<0.05) entre sexos en tiburones inmaduros: HI vs Mid vs MIm.
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Figura 8. A. Relacion lineal, B. relacién exponencial de la concentracion de Hg (mg kg™
ww) con la longitud total (LT, cm) del tiburdn azul (Prionace glauca) colectado en Punta
Belcher Baja California Sur. *HId: Hembras inmaduras colectadas en diciembre (n: 11);
*HMd: Hembras maduras colectadas en diciembre (n: 9); ‘MIm: Machos inmaduros
colectados en mayo (n: 11); MId: Machos inmaduros colectados en diciembre (n: 9).
*MMm: Machos maduros colectados en mayo (n: 9).
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Figura 9. Peso de los factores de los dos componentes principales (CP) que explican la
variabilidad del 50% de los datos. Linea = Peso de los factores > 0.6; guiones = pesos de
los factores 0.03 - 0.6. GR: glutation reductasa; GST: glutation S-transferasa; GPx:
glutation peroxidasa; CAT: catalasa; SOD: superdxido dismutasa; ProtCarb: carbonilos
proteicos; O, : radical superoxido.
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7.2 Elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en higado y rifion de tiburon

azul

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

elementos traza y los indicadores de estrés oxidativo.

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

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

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

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

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

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

1

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

concentracion de Fe y carbonilos proteicos (Tabla VII).

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

Tejidos  Variables Cu Zn  Hg PC TBARS GPx
Zn 0.92

Cd 0.83 0.83

Hg 0.65

Pb 0.66 0.81

SOD -0.71

GPx -0.85

O," -0.79

GR 0.66
Fe 0.68 -0.82

Cd 0.71

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

Musculo

Higado

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

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

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

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

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

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

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

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

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

diferentes tejidos del tiburdn azul, Prionace glauca

8.1.1 Comparaciones entre tiburones azules a nivel mundial

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

azul

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

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

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

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

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

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

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

Company et al., 2010).

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

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

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

del tiburén azul

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

los organismos (Kojadinovic et al., 2011).

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

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

no es suficiente para prevenir el dafio oxidativo a lipidos.

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

por la presencia del Fe.

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

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

8.4.2.1 Calamares como indicadores para la salud humana

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

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

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

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

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

peces, como la macarela.

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

elementos traza en tiburones azules silvestres

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

los elementos traza al evitar su toxicidad.

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

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

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

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

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

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

de invertebrados.
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11 ANEXOS

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

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

Langostilla

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

MDL: Limite minimo de Deteccién

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

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

Galeorhinus galeus | 0.36 2.12 5.05 0.01 0.21 Inglaterra Vas, 1987
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Galeus melastomus 0.22 1.99 0.08 0.16 Inglaterra Vas, 1991
Galeus melastomus 0.22 Inglaterra Vas y Gordon, 1993
Galeus melastomus 0.99-8.76 0.45 3.63 0.07 Mediterraneo  Hornung et al., 1993
Isurus oxyrhinchus 0.40451 0.06 0.29 México Velez, 2009
Isurus oxyrhincus > 0.45 Tailandia Menasveta y Siriyong, 1977
Isurus oxyrhincus 1.58 0.35 4 Pacifico Vlieg et al., 1993
Lamna nasus 0.68 0.4 4 Pacifico Vlieg et al., 1993
Lamna nasus 7.21 0.6 0.79 Inglaterra Vas, 1991
Negaprion brevirostris 0.08608 Florida Dong-Ha et al, 2010
Negaprion brevirostris 0.1168 Florida Dong-Ha et al, 2010
Sphyrna blochii 0.21+0.03 India Kureishy et al, 1979
Sphyrna lewini 0.38 0.37 3.8 0.02 0.14 Pacifico Powell y Powell, 2001
Sphyrna tiburo 0.13-1.50 Florida Adams y McMichael, 1999
Sphyrna zygaena JA 12.15 1.01-1.82  6.79-7.13 0.02-0.03 0.02-0.04 Mediterrdneo Storelli et al., 2003
Higado T Hg Cu Zn Fe Cd Pb Region Referencia
Prionace glauca B 0.15-2.2 Atlantico EC  Branco et al., 2007
Prionace glauca B 0.032-0.96 Azores Branco et al., 2007
Prionace glauca 0.65 4.02 0.25 1.14 Inglaterra Vas, 1991
Carcharhinus leucasB 28.1 2.38 5.02 69.7 2.97 Japén Endo et al., 2008
Carcharhinus plumbeus 3.62 4.07 6.16 102 0.73 Japén Endo et al., 2008
Carcharhinusalbimarginatus 0.70+0.42 1.470+0.43 4.2841.07 25.3+17.3 0.26+0.46 Japon Endo et al., 2008
Galeocerdo cuvier F 1.60+4.57 1.70+0.75 2.86+£0.61 20.3+7.1 0.18+0.34 Japén Endo et al., 2008
Galeocerdo cuvier M 0.81+1.18  1.65+0.74 2.89+1.12 20.1+6.3 0.13+0.13 Japén Endo et al., 2008
Galeorhinus galeus 0.45 1.44 10.15 <0.02 <0.02 Inglaterra Vas, 1991
Galeorhinus galeus F 0.6 1.44 5.16 0.01 0.02 Inglaterra Vas, 1991
Galeorhinus galeus M 0.31 15.134 0.01 0.02 Inglaterra Vas, 1991
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Galeus melastomus 0.25 4.65 0.07 0.26 Inglaterra Vas, 1991
Galeus melastomus 0.25 Inglaterra Vas y Gordon, 1993
Isurus oxyrhinchus 0.05379 1.12 0.14 México Velez, 2009
Negaprion brevirostris 0.134 Florida Nam et al, 2010
Negaprion brevirostris 0.069 Florida Nam et al, 2010
Rifidn T Hg Cu Zn Fe Cd Pb Regién Referencia
Galeorhinus galeusF 1.03 5.63 242 0.01 0.02 Inglaterra Vas, 1991
Galeorhinus galeus M 0.6 12.06 0.01 0.02 Inglaterra Vas, 1991
Galeorhinus galeus 0.82 5.63 7.24 <0.02 <0.02 Inglaterra Vas, 1991
Galeus melastomus 0.02 3.16 0.25 Inglaterra Vas, 1991
Galeus melastomus <0.02 Inglaterra Vas y Gordon, 1993
Isurus oxyrhinchus 0.04771 0.97 0.27 México Velez, 2009
Negaprion brevirostris 0.0348 Florida Nam et al, 2010
Negaprion brevirostris 0.042 Florida Nam et al, 2010
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Anexo 3. Oxidative stress indicators and trace elements in the blue shark (Prionace glauca) off
the east coast of the Mexican Pacific Ocean.
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Trace element concentrations and oxidative stress indicators (including production of reactive oxygen spe-
cies (ROS), antioxidant enzyme activities and oxidative damage) were measured in muscle of blue sharks col-
lected along the west coast of Baja California Sur to determine potential differences by sex and maturity
cohorts. Mercury (Hg) concentration in muscle samples from larger sharks (>200 cm LT) exceeded the per-
missible limit (>1 ppm wet weight) for human consumption set by numerous international agencies. Signif-
icant differences were found in Hg concentrations (mature>immature; males>females), and in protein
carbonyl concentrations (male > female); however, except for carbonyl protein levels, no significant differ-
ences by sex or maturity stage were found in the oxidative stress indicators. Differences between sexes
and maturity stages in trace element concentration and carbonyl protein levels in blue shark muscle may
be related to variations in diet within different cohorts.
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1. Introduction

Blue shark (Prionace glauca) is one of the most abundant and
heavily fished sharks in the world with an estimated 20 million indi-
viduals caught annually as target or by-catch species (Bonfil, 1994;
Stevens, 2009). Blue shark is the most represented shark species in
the global trade of shark fins (18%) represented by 2.7 to 5.4 million
individuals (Clarke et al., 2006). Mexico is ranked as one of the
top ten countries for the number of shark landings (CONAPESCA,
2010). In the western coast of Baja California, blue shark is the
main target of the artisanal shark fishery with 1000 annual tons
landed (Markaida and Sosa-Nishizaki, 2010), representing about
33% of the total shark species (Cartamil et al., 2011). Up to 90% of
Mexican shark harvest is consumed domestically (Bonfil, 1997;
Cartamil et al.,, 2011).

The blue shark is the most widely distributed and abundant shark
worldwide; it is found in tropical and temperate areas of all oceans,
mainly in oceanic and neritic waters (Strasburg, 1958; Last and
Stevens, 2009; Nakano and Stevens, 2009). Blue sharks are migratory,
driven by reproduction, prey distribution and water temperature

* Corresponding author. Tel.: +52 612 123 8502; fax: +52 612 125 3625.
E-mail addresses: angelicabg84@yahoo.com (A. Barrera-Garcia),
tmohara@alaska.edu (T. O'Hara), galvan.felipe@gmail.com (F. Galvan-Magaiia),
Imendez04@cibnor.mx (L.C. Méndez-Rodriguez), jcastellini@alaska.edu
(J.M. Castellini), tzenteno0O4@cibnor.mx (T. Zenteno-Savin).

1532-0456/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cbpc.2012.04.003

(Stevens, 1976; Stevens et al, 2010). Blue sharks segregate by size
and sex (Nakano and Seki, 2003; Aires-da-Silva et al,, 2009; Campana
etal., 2011). Stomach contents suggest that blue shark prey preferences
vary according to sex and maturity status (Compagno, 1984; McCord
and Campana, 2003; Hernandez-Aguilar, 2008).

Sharks accumulate trace elements, such as mercury (Hg) (Storelli
et al., 2002a; Pethybridge et al., 2010), arsenic (As) (Storelli and
Marcotrigiano, 2004; Storelli et al., 2005), copper (Cu) and zinc (Zn)
(Storelli et al, 2002b) in their tissues, largely through the diet
(Gupta, 2007). Because elasmobranchs integrate the effects of
toxic agents within a complex food web, sharks can be considered
as sentinels of environmental pollution (Marcovecchio et al., 1991;
Vas, 1991).

The concentrations of essential and non-essential elements mea-
sured in the muscle of several pelagic shark species around the
world are presented in Table 1. Such elements can induce the gener-
ation of reactive oxygen species (ROS), modification of the antioxi-
dant enzyme activities, and oxidative damage to lipids, proteins
and/or DNA (Winston and Di Giulio, 1991; Farombi et al., 2007;
Lushchak, 2012). For example, iron exposure increased protein car-
bonyl and TBARS levels, but decreased the activity of the antioxidant
enzymes glutathione S-transferase (GST), glutathione reductase (GR)
and catalase (CAT); Cu exposure decreased CAT and glutathione per-
oxidase (GPx) activities, and As exposure increased lipid peroxides as
well as CAT, superoxide dismutase (SOD) and GPx activities in gold-
fish Carassius auratus tissues (reviewed by Lushchak, 2012). Changes
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Table 1

Summary of existing data on trace element concentration (mg kg~ ') in muscle of different pelagic shark species.
Muscle THg Se As Cu Zn Fe Cd Pb Region Ref
Prionace glauca 1.03+£0.08  0.224+0.02 6.66 £0.55 1.6440.13 6.1+£0.37 27394357 024012  <0.0740.01 Mexico 1
Prionace glauca 1.3941.58 0.1040.05 Mexico 2
Prionace glauca 0.824+0.34 Mexico 3
Prionace glauca 0.24 6.34 0.45 <0.02 England 4
Prionace glauca 0.38 Mediterranean 5
Prionace glauca 0.22-1.3 Azores 6
Prionace glauca 0.27-1.20 Tasmania 7
Prionace glauca 0.68-2.5 Atlantic 6
Prionace glauca 0.16-1.84 0.23-0.46 Canarias 8
Prionace glauca 0.16-1.2 0.084-0.30 Azores 8
Carcharhias taurus 0.06-1.48 Australia 9
Carcharhinus dorsalis 0.03-1.6 Australia 11
C. albimarginatus 1.804+0.45 3.4040.81 3.264+1.93 Japan 10
C. leucas 3.65 4.36 3.51 Japan 10
C. leucas 0.24-1.70 Florida 12
C. limbatus 0.24 0.31 3.11 0.01 0.16 Pacific 13
C. limbatus 333 1.06 43.97 0.35 2.51 Atlantic 14
C. plumbeus 1.66 3.35 1.99 Japan 10
C. signatus 1.77 £0.56 Brazil 15
C. spallanzani 0.49-2.14 Australia 9
Galeocerdo cuvier 0.844+0.32 4.70+4.21 3.044+0.92 Japan 10
Galeocerdo cuvier 0.73+0.26 473 +£2.53 3.14+1.84 Japan 10
Galeorhinus galeus 0.5 3.55 0.01 0.14 England 16
Galeorhinus galeus 0.44 2.12 3.14 <0.02 0.16 England 4
Galeorhinus galeus 0.52-1.13 Argentina 17
Galeorhinus galeus | 0.36 2.12 5.05 0.01 0.21 England 16
Galeus melastomus 0.22 1.99 0.08 0.16 England 4
Galeus melastomus 0.99-8.76 0.45 3.63 0.07 Mediterranean 18
Galeus melastomus 0.07 0.26 England 19
Isurus oxyrinchus 0.40 0.06 0.29 Mexico 20
Isurus oxyrinchus 1.58 0.38 443 0.35 4 12 Pacific 21
Isurus oxyrinchus > 0.45 Thailand 22
Lamna nasus 7.21 0.6 0.79 England 4
Lamna nasus 0.68 0.38 23 0.4 4 18 Pacific 21
Negaprion brevirostris 0.117 0.041 Florida 23
Negaprion brevirostris 0.086 0.043 Florida 23
Sphyrna lewini 0.38 0.37 3.8 0.02 0.14 Pacific 13
Sphyrna tiburo 0.13-1.50 Florida 12
Sphyrna zygaena 12.15 2.86-3.58 15.65-20.21 1.01-1.82 6.79-7.13 0.02-0.03 0.02-0.04 Mediterranean 24

1. Present work; 2. Escobar-Sanchez et al., 2011; 3. Maz-Courrau and Lopez-Vera, 2006. 4. Vas, 1991. 5. Storelli et al., 2001. 6. Branco et al., 2007. 7. Davenport, 1995. 8. Branco et al.,
2004. 9. Denton and Breck, 1981. 10. Endo et al., 2008. 11. Caputi et al., 1979; 12. Adams and McMichael, 1999. 13. Powell and Powell, 2001. 14. Niifiez-Nogueira, 2005; 15. De Pinho
etal., 2002; 16. Vas, 1987; 17. Pérez et al., 1986; 18. Hornung et al., 1993; 19. Vas et al., 1993; 20. Velez, 2009; 21. Vlieg et al., 1993; 22. Menasveta and Siriyong, 1977; 23. Nam et al.,

2010; 24. Storelli et al., 2003.

in oxidative stress indicators have been used as biomarkers of pollut-
ants in monitoring programs and can reflect changes in the environ-
ment (Elia et al., 2006; Labrada-Martagén et al., 2011).

The main objectives of this paper are 1) to determine the concentra-
tion of trace elements (Zn, Fe, Cu, Se, Cd, Pb, Hg, As and Ag), and 2) to
quantify the main indicators of oxidative stress in muscle of blue
sharks. Based on the reported segregation of the blue shark, we hypoth-
esized that differences in the concentration of trace elements between
sexes and maturity stages would be found, and that these would be
reflected in differences in the main oxidative stress indicators.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection

Blue shark muscle samples were collected in 2009 along the west
coast of Baja California Sur in Punta Belcher (24° 15’ N; 111° 30’ W) in
collaboration with local fishermen. Total length, sex, and maturity
stage, were recorded for each shark. Maturity stage was assigned
using the criteria proposed by Pratt (1979): males with calcified
claspers that rotate and females with embryos in uteri, fertilized
eggs or well developed ovaries were considered adults. Approximately
10 g of skeletal muscle from the posterior part of the head was taken. All
samples were kept on ice in coolers and transported to the laboratory to
be stored frozen (—80 °C).

2.2. Trace elements

For Cd, Cu, Zn, Pb and Fe determinations, approximately 5 g of each
sample were dried for 72 h at 70 °C. Sample digestion was performed
by adding 5 mL nitric acid (HNO3) and 2 mL H,0, (30%) in a digestion
vessel (Mars 5x, CEM, Matthew, NC, USA). The concentration of Zn, Fe,
Cu, Cd and Pb was quantified by using an atomic absorption spectro-
photometer (GBS Scientific AVANTA, Dandenong, Australia) with
air-acetylene flame (Labrada-Martagén et al., 2011). The detection
limits were 0.017 mg kg~ ! for Cd and Cu, 0.021 mgkg~ ! for Zn,
0.074 mg kg~ ! for Pb, and 0.65 mg kg~ ! for Fe.

For Se, As and Ag quantifications, approximately 0.5 g from each
sample was digested by adding 6 mL of HNOs; (70%) and 2 mL of
H,0, (30%) in a microwave oven (3000 Microwave Multiwave Sam-
ple Preparation System, Anton Para, Austria) (Knott et al,, 2011).
The digested product was diluted to 20 mL with ultrapure water
(NANOpure Model D4751, Barnstead International, Dubuque, IA,
USA). For Se determination a 2 mL sub-sample of the diluted digest
underwent a secondary digestion by adding 3 mL distilled water
and 5 mL HCl (37%) in a microwave oven (Knott et al., 2011). The
concentration of the elements was analyzed by atomic absorption
spectrometry (AAnalyst 800 PerkinElmer Instruments, Shelton, CT,
USA), with a graphite furnace system (As and Ag) and with flow injection
system (Se) (Knott et al., 2011). The detection limits were 0.01 mg kg~
for Ag, 0.02 mg kg~ ! for As and 0.04 mg kg~ ! for Se.
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For total mercury (Hg) analyses, approximately 3 g of each sample
were freeze-dried for 72 h (Freeze Dry System/Freezone 4.5 Lab
Conco, Kansas City, MO, USA), homogenized and total Hg was
measured on an DMA-80 Direct Mercury Analyzer (Milestone Inc.,
Shelton, CT, USA) (Knott et al, 2011). The detection limit was
0.05 mg kg~ ! for Hg.

Quality control samples (blanks, spiked blanks, duplicates, spiked
samples, and standard reference materials) were included in each di-
gestion batch (Knott et al., 2011). For total Hg, standards were ana-
lyzed before unknown samples and after each 30 individual
samples. Standard reference materials included: Lake Superior Fish Mus-
cle Tissue 1946 (National Institute of Standards and Technology, Gai-
thersburg, MD, USA), DOLT-4 (Dogfish Liver), DORM-3 (Fish Protein)
and TORT-2 (Marine Lobster Hepatopancreas) (Certified Reference Ma-
terial for Trace Metals, National Research Council Canada, Institute for
National Measurement Standards, Ottawa, ON, Canada). The mean per-
cent recovery of quality control samples including reference material
and spikes were within 70%-90%.

2.3. Oxidative stress indicators

2.3.1. Total soluble proteins

To standardize the results obtained for antioxidant enzyme activi-
ties, soluble proteins were quantified using a commercial kit (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA., USA), based on the method described by
Bradford (1976), and using a microplate reader (Multiscan FC Thermo
Fisher, Vantaa, Finland). Bovine serum albumin (BSA) was used as a
standard. Results were expressed in mg of protein mL™".

2.3.2. Superoxide radical production

The endogenous superoxide radical (O3 ) production was mea-
sured following the reduction of ferricytochrome c at 550 nm
(Drossos et al., 1995). Briefly, 50 mg of frozen muscle were placed
in Krebs phosphate buffer (NaCl 110 mM; KCl 4.7 mM; MgSO,4
12 mM; NaH,PO4 12 mM; NaHCO,4 25 mM; glucose 1 mM). After add-
ing cytochrome c (15 uM), samples were incubated on a shaking
water bath for 15min at 37°C. To stop the reaction, N-
ethylmaleimide (3 mM) was added. Samples were centrifuged at
1509 g at 4 °C for10 min and the absorbance of the supernatant was
measured with a spectrophotometer (Jenway 6505, Princeton, NJ,
USA). Superoxide radical production was calculated using the extinc-
tion coefficient of 21 nM cm™!. A mixture containing the same re-
agents except cytochrome ¢ was used as blank. Data are expressed
in nmol O,»~min~ ! mg~! protein.

2.3.3. Enzymatic activities

For antioxidant enzyme analyses, 100 mg of frozen muscle were ho-
mogenized (homogenizer, Polytron PT 1300D, Kinematica, Switzerland)
in phosphate buffer (50 mM, pH 7.5; EDTA 1 mM; PMSF 1 mM). Homog-
enates were centrifuged at 1509 g for 10 min at 4 °C; supernatant was re-
covered, placed on ice and analyzed immediately for enzyme activity.
Absorbance was measured using a spectrophotometer (Beckman DU
800, Felton, CA, USA).

The activity of superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) was mea-
sured following the inhibition of the reduction of nitrotetrazolium
blue chloride (NBT) by the generation of O,*~ using the xanthine/
xanthine oxidase system (Suzuki, 2000). Working solution (sodium-
carbonate 50 mM; xanthine 0.1 mM; NBT 0.025 mM; EDTA 0.1 mM),
xanthine oxidase (0.1 UmL™ ! in ammonium sulfate 2 M) and sample
or blank (phosphate buffer 50 mM, pH 7.5; EDTA 1 mM) were mixed
in a cuvette. The change in absorbance per minute at 560 nm was cal-
culated. One unit of SOD activity is defined as the amount of enzyme
necessary to inhibit the reaction by 50%. SOD activity is expressed in
units (U)mg ™! of protein.

The enzymatic activity of catalase (CAT; EC 1.11.1.6) was estimated
by following the decay in the concentration of H,0, at 240 nm (Aebi,

1984). Sample and working solution (H,O, 20 mM; phosphate buffer
0.1 M) were mixed in a cuvette and the change in absorbance per mi-
nute at 240 nm was recorded. One unit of CAT is defined as the amount
of enzyme needed to reduce 1umol H,O, per min. CAT activity is
expressed in U mg™ ! of protein.

Glutathione peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9) activity was measured
by monitoring the continuous decrease in NADPH concentration
using H,0, as a substrate (Flohé and Giinzler, 1984). Phosphate
buffer solution (500 mM), EDTA (50 mM), sodium azide (20 mM),
glutathione reductase (15 UmL™!), NADPH (1.5 mM), reduced gluta-
thione (GSH; 250 mM), H,0, (10 mM) and sample were mixed in a
cuvette. Change in the absorbance at 340 nm per min was recorded.
One unit of GPx activity is defined as the amount of enzyme that
oxidizes 1 pumol of NADPH per min. GPx activity is expressed in
Umg~! of protein.

Glutathione S-transferase (GST; EC 2.5.1.18) activity was mea-
sured following the formation of thioether glutathione dinitroben-
zene as a product of the reaction between GSH and 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB) (Habig and Jakoby, 1981). Sample, CDNB
(10 mM) and working solution (phosphate buffer, 0.1 M; GSH,
10 mM; EDTA, 60 mM) were mixed in a cuvette. The change in the
absorbance at 340 nm per minute was recorded. One unit of GST ac-
tivity is defined as the amount of enzyme that catalyzes the produc-
tion of 1pmol of CNDB per minute. GST activity is expressed in
Umg~"! of protein.

Glutathione reductase (GR; EC 1.8.1.7) catalytic activity was
measured by monitoring the decrease in the absorbance during
NADPH oxidation (Goldberg and Spooner, 1987). Phosphate buffer
(500 mM, pH 7.2), EDTA (50 mM), NADPH (2 mM), oxidized glutathi-
one (GSSG, 10 mM) and sample were mixed in a cuvette. The change
in absorbance per minute at 340 nm was measured. Blanks were run
in the absence of sample and in the absence of GSSG. GR activity is
expressed in Umg ™' of protein.

2.3.4. Lipid peroxidation

Lipid peroxidation levels were assessed by measuring the con-
tent of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (Persky
et al., 2000). Samples were homogenized in 2 mL saline solution
(0.9%) at pH 7.0. The homogenate (75uL) was incubated for
15 min at 37 °C on a shaking water bath; the reaction was stopped
by addition of ice-cold stop mix (HCI, 0.8 M, in trichloroacetic acid,
TCA, 20%). After adding 1% thiobarbituric acid (TBA), samples were
incubated for 10 min in a 90 °C water bath. Samples were immersed
in an ice bath and centrifuged at 1509 g, for 10 min at 4 °C. The ab-
sorbance of the supernatant was measured at 532 nm using a
microplate reader (Multiscan FC Thermo Fisher). A standard curve
of malonaldehyde bis(diethyl acetal) (MDA) was run in parallel
with the samples, and the concentration of TBARS in the sample
was calculated from this standard curve. Results are expressed in
nmol of TBARS mg ™! of protein.

2.3.5. Protein carbonyl levels

Oxidative damage to proteins was measured as protein carbonyl
concentration (Levine et al., 1994). Frozen samples were homoge-
nized (1:20 w/v) in sulfosalicylic acid (5%). After being centrifuged
at 19,000 g at 4 °C for 5 min, the supernatant was removed and 2,4-
dinitrophenyl-hydrazine solution (DNPH 10 mM in HCl 2 M) was
added to the pellet. Samples were incubated for 1 h at room temper-
ature and vortexed every 15 min. TCA (20%) was added to the pellet
and centrifuged at 19,000 g for 5 min. The supernatant was discarded,
the excess DNPH was removed by washing the pellet with ethanol:
ethyl acetate (1:1) and centrifuged at 19,000 g at 4 °C for 5 min.
Guanidine chloride (6 M) was added and the mixture was incubated
in a water bath at 37 °C for 15 min the samples were centrifuged at
19,000 g at 4 °C for 5 min. In parallel with the samples, blanks were
prepared by replacing DNPH with HCl (2 M). Maximum absorbance
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in the range of 360-410 nm was recorded. Results are expressed in
umol of protein carbonyls per g~ ! of tissue.

2.4. Sex and mature cohorts and statistical analyses

All samples were analyzed in triplicate. Data were grouped by
sex, maturity stage and season as follows: IFd =immature females
caught in December; MFd = mature females caught in December;
IMd = immature males caught in December; IMm = immature
males caught in May, and MMm = mature males caught in May.
Maturity was assigned using the criteria proposed by Pratt (1979) as
mentioned before.

In order to include samples in which an element concentration
was below the minimum detection limit (MDL) in the summary
statistics, a random value below the specific detection limit for
the trace element was used (Helsel, 2006). If more than 50% of the
samples had element concentrations that fell below the MDL the
trace element data were excluded from further statistical analyses
(Dehn et al., 2006).

Normality and homogeneity of variance were determined by using
Shapiro-Wilk and Barlett tests, respectively. Differences between
maturity stages in females (IFd vs. MFd) and between sexes in mature
sharks (MFd vs. MMm) were analyzed by Student t-tests or Mann-
Whitney U-tests. Differences between sexes in immature sharks
(IFd vs. IMd vs. IMm) and between maturity stages in male sharks
(IMd vs. IMm vs. MMm) were estimated using ANOVA or Kruskal-
Wallis tests. Post-hoc analyses were done using either Tukey tests
(parametric) or multiple comparison tests (nonparametric) (Zar,
1999). Differences were considered significant when p<0.05. A prin-
cipal component analysis (PCA) was performed to evaluate distribu-
tion patterns based on the trace element concentrations and the
oxidative stress indicators, MMm were not included in this analysis.

Statistica 8.0 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA) software was used to
perform all statistical analyses. Sigma plot 11.0 (Systat Software, Inc.
Chicago, IL, USA) was used to create graphs. Results are expressed
as mean =+ SE.

3. Results

A total of 44 sharks were sampled in 2009, ranging in sizes be-
tween 117 and 269 cm (mean+ SE=187.44+39.9 cm) total length
(TL). From these, 11 were IFd (167.34+28.1 cm), 9 MFd (209.4 +
54 cm), 9 IMd (141.74+16.2cm), 6 IMm (194.3+44.3 cm) and 9
MMm (231.3420.1 cm). Given the limited amount of sample avail-
able, Ag, Se, Hg and As were the only variables analyzed in the
MMm group.

The results for the trace element concentrations measured in muscle
of the blue shark by sex and maturity stage are summarized in Table 2.
Concentrations of Ag, Cd and Pb in muscle were below MDL in more
than 50% of samples; cadmium and Pb concentration were below
MDL in the immature males (IMm and IMd).

In males, Hg concentration was lower in IMd than in IMm
(p=0.02) and lower than in MMm (p=0.0003) (Table 2). Cu
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concentration was lower in IMm (p=0.002) than in IMd (Table 2).
In mature sharks Hg concentration was higher in MMm than in MFd
(t()'()_r, (2) 16 = — 3.43; p= 0005)

There were no differences by sex or maturity stage in the activity
of CAT, SOD, GPx, GR, and GST, in the production of O,*™ nor in the
concentration of TBARS (Fig. 1). Protein carbonyl levels were higher
in IMm than in IFd (p=0.004) (Fig. 2).

The PCA generated three principal components (PC) which ex-
plain 50% of the data variability (20.2%, 16.5% and 13.4%, respective-
ly), with eigenvalues> 1.5 (Fig. 3). Factor loading (>0.6) represents
the variables that were correlated with the PC explaining their
contribution to the variance of the data: 1) production of O,*~, con-
centrations of Hg and As, and 2) enzyme activity of GR, SOD, GST
and TBARS concentration.

4. Discussion

The concentrations of trace elements measured in muscle of blue
shark were, in general, within the previously reported ranges
(Table 1). The mean concentration of Cu and Fe found in blue shark
muscle in the present study (1.64+0.13 and 27.39+3.57 mg kg ™!
ww, respectively) were higher than values reported by Vas (1991) for
muscle of blue shark (mean 0.24 and 6.34 mg kg~ ! ww respectively)
and for other shark species (Table 1). Intra- and inter-specific variability
in the concentration of essential elements could suggest differences in
metabolic regulation and different physiological requirements in
shark species (McMeans et al., 2007). Although an elevated number of
the blue shark muscle samples analyzed in this study had Pb and Cd
concentrations below the MDL, the mean concentrations of these ele-
ments in females (MFd and IFd) were above the MDL (Table 2). It is
possible that Cd concentration in females is related to differences in
diet since red crabs (Pleroncodes planipes) appear more often as a prey
item of female than male blue sharks (Hernidndez-Aguilar, 2008;
Escobar-Sanchez et al., 2011). Cadmium has been related to
invertebrate-rich diets and appears to be higher in marine top predators
that show a preference for eating invertebrates (Bustamante et al.,
1998; Dehn et al., 2005).

Mercury concentration in fish is of great concern because fish are
the main route of exposure to this element in humans (Wagemann
et al., 1998; Berntssen et al., 2004) and piscivorous wildlife. However,
Hg can exist in different valences and its toxicity depends on the
chemical form, i.e., inorganic or organic Hg (Berntssen et al., 2004;
Erickson et al., 2008). One of the most neurotoxic forms is methylated
Hg (e.g., CH3Hg or MeHg) (Erickson et al., 2008; Cardona-Marek et al.,
2009). More than 95% of the total Hg in the muscle of fishes is in its
organic form, methylmercury (MeHg) (Bloom, 1992; Watras et al.,
1998; Piraino and Taylor, 2009). Payne and Taylor (2010) have
found that 95% to 98% of the Hg concentration in flatfishes (Para-
lichthys dentatus and Pseudopleuronectes americanus) is MeHg.
Campbell et al. (2005) reported that 100% of the Hg concentration
in arctic cod (Boreogadus saida) is MeHg. Krystek and Ritsema
(2005) found in shark filet that >94% of the Hg concentration is

Table 2
Concentration of trace elements (mg kg~ ! ww) in the muscle of the blue shark (Prionace glauca).
Hg Se As Ag Cu Fe Zn Ccd Pb

IFd 0.76 4 0.09%" 0.24+0.02 5.76 +0.68 <MDL 1.61+0.29%" 2557 +4.35 6.06+0.25 0.59+0.37 0.07 +0.02
MFd 0.99 +0.08' 0.21+0.03 7.15+0.97 <MDL 2.05+0.2 33.14+108 7.56+1.16 0.02+0.01 0.09+£0.2
IMm 1.29+£0.32%2 0.17 +0.02 747 £2.11 <MDL 0.83+0.07" 24.25+6.37 5.24+0.47 <MDL <MDL
IMd 0.58+0.05"D 0.28+0.03 44068 <MDL 1.80+0.19* 25.97 +6.47 528+0.26 <MDL <MDL
MMm 1.69+0.18" 0.21+0.02 9.38+1.35 <MDL NA NA NA NA NA
All sharks 1.03+0.08 0.22+0.02 6.66+0.55 <MDL 1.64+0.13 27.39+3.57 6.10+0.37 0240.12 <MDL

IFd = Immature females from December; MFd = mature females from December; IMd = immature males from December; IMm = immature males from May; MMm = mature
males from May. Data are shown as mean 4 SE. Significant differences (p<0.05) are denoted by different symbols (sex in immature sharks), roman numbers (sex in mature
sharks) and letters (maturity stage in immature sharks). MDL = Concentration below minimum detection limit.
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Fig. 1. Antioxidant enzyme activities (Umg~ ! protein) in muscle of blue shark (Prionace glauca) by groups. IFd =Immature females from December; MFd = mature females from
December; IMd = immature males from December; IMm = immature males from May; MMm = mature males from May. GR: Glutathione reductase; GST: glutathione S-transferase;

GPx: glutathione peroxidase; CAT: catalase; SOD: superoxide dismutase.

MeHg and Storelli et al. (2001) found in the muscle of blue shark a
relative concentration of MeHg between 88% and 100% (mean 92%).

Differences between maturity stages (Table 2) indicate that Hg
concentration increases with size (LT or presumably age) and at
high trophic levels (Escobar-Sanchez et al., 2011). Several authors
suggest that the longer or adult sharks have higher Hg concentration
in muscle (De Pinho et al., 2002; Branco et al., 2007), similar to what
was found in this study (correlation between the Hg concentration in
muscle and the LT of blue shark R%: 0.64, p=0) (Fig. 4). Blue sharks
show a gradual increase in their trophic level over their lifespan
(Kim et al., 2011) because as they grow they have an efficient preda-
tion mechanism that allows them to consume larger and faster prey
(Ruiz-Cooley et al., 2006; McMeans et al., 2007). The enrichment of
8°N in muscle of adult blue shark males can be associated to the
presence of fish, such as jack mackerel (Scomber japonicus), in their
diet (Polo-Silva et al., unpubl. data); fish-rich diets are related to
higher Hg concentration among top predators (Baeyens et al., 2003;
Dehn et al,, 2005). Maz-Courrau et al. (2012) found that jack mackerel
have higher Hg concentration (0.574+0.02 ug g~ !) than pelagic red
crab (0.13+0.01pgg~!) and giant squid (Dosidicus gigas; 0.12+
0.05 ug g~ ). Differences between sexes in Hg concentration may be
related to reported prey preferences among blue shark (Hernandez-
Aguilar, 2008; Escobar-Sanchez et al., 2011).

Hg concentrations in muscle of blue shark in this study are higher
than previously reported values for the same species in different re-
gions around the world (Table 1). These differences are not necessar-
ily indicative of anthropogenic exposure (Vas, 1991; Branco et al.,

2007; McMeans et al., 2007) since Baja California Sur is considered
a relatively pristine zone, without pollution (Escobar-Sanchez et al.,
2011; Labrada-Martagén et al., 2011). Hg concentration in the marine
environment could be due to the presence of natural sources, includ-
ing hydrothermal vents associated with the presence of the San
Andres Fault in the Eastern Pacific coast contributing to the enrich-
ment of Hg concentration in the trophic web. Moreover, given that
blue sharks migrate to the mesopelagic zone, to a maximum recorded
depth of 900 m (Stevens et al., 2010; Campana et al., 2011), the quan-
tity of prey items (Branco et al., 2007) and vertical daily migration
could be contributing factors to the relatively higher Hg concentra-
tion found in this study, as occurs for oceanic top predator fishes
(Choy et al., 2009).

The mean concentration of Hg in muscle of blue shark found in
this study is higher than the permissible limit (1.0 g Hgg~' ww)
established for human consumption by international agencies, such
as US Food and Drug Administration, World Health Organization
(WHO) and the Mexican Official Norm (NOM 242-SSA1). This is par-
ticularly true for the largest sharks sampled, which are classified as
mature males (1.69+0.18 pg Hg g~ ! ww).

Antioxidant enzymes contribute to prevent oxidative tissue dam-
age (TBARS, protein carbonyls) by minimizing ROS production and
the interactions of ROS with other molecules (Halliwell and
Gutteridge, 2007). The activities of GST, CAT and SOD, as well as the
production of O,*~ measured in blue shark muscle in this study are
higher than those reported previously for three shark species (Isurus
oxyrinchus, Carcharhinus falciformis, and Sphyrna zygaena), while



64 A. Barrera-Garcia et al. / Comparative Biochemistry and Physiology, Part C 156 (2012) 59-66

0.08
)
2 0.061
1=
£
Q' ]’
ks
g 004+
3 [ ]
ol
| 0.02 1
o
=}
0.00 T T - -
0.4+ 1Fd MFd IMm Md
=
5
E 0.3 T T
-
] |
= 0.2 T
E
£
4
% 0.14
2]
=
0o T . : .
g IFd MFd IMm IMd
] 250
%’ #
- 200 I
&0
g 150 b
= i
8 100
2 . )
& sy . :
=
=
= 0!
5 IFd MFd IMm IMd

Fig. 2. Superoxide radical production (O,*~, nmol min~' mg~" protein), lipid peroxidation
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IMd = immature males from December; IMm=immature males from May;
MMm = mature males from May. Different symbols denote statistical significance
(p<0.05) between sex in immature sharks.

TBARS concentration in blue shark muscle quantified in this study
was lower than in mako shark (L oxyrinchus) (Lépez-Cruz et al.,
2010). Antioxidant enzyme activities are related not only to the me-
tabolism but also to behavior, including feeding and mobility
(Rudneva, 1997).

Variations in oxidative stress indicators in response to exposure to
trace elements have been reported in fish. Mercury and As are known
to bind to thiol groups, can deplete GSH, induce ROS production and
subsequent oxidative damage (Livingstone, 2003; Halliwell and
Gutteridge, 2007; Jomova et al., 2011). Berntssen et al. (2003) found
that exposure to organic Hg can increase TBARS concentration and
decrease the SOD and GPx activities in Atlantic salmon (Salmo salar
parr). Bagnyukova et al. (2007) did not find an increase in TBARS or
protein carbonyl levels after exposure to arsenate in goldfish (C. aur-
atus). No alterations in TBARS or GSH levels were found following As
exposure in catfish (reviewed in Lushchak, 2012). Exposure to Fe in
goldfish induces the activity of some antioxidant enzymes, and as a
consequence, TBARS and protein carbonyl concentrations in liver
and kidney are increased (Lushchak, 2012). Experimental exposure
to Cu decreased CAT and Se-dependent GPx activities in goldfish
(Liu et al., 2006). However, in brown trout (Salmo trutta), Hansen
et al. (2007) found an increase in CAT and GPx activities after expo-
sure to Cu.

10+
05} i ]
| Cus \
‘. Se  CAT i
—_ \‘\ . Pl L=
X S iao- <+ Fe ™
=t ’ [ ] \
W) )
Lol o F e
‘:’ [ Zn ;
sdp " \ProtCab .
&} GR .on
& = ~e
05
A0} ]
-1.0 0.5 0.0 05 1.0

PC1(20.22 %)

Fig. 3. Biplot of the factor loadings from the two principal components (PC) with the
highest contribution (~40%) to the data variability. Solid line = factor loading>0.6;
dashed line = factor loadings 0.03-0.6. GR: Glutathione reductase; GST: glutathione
S-transferase; GPx: glutathione peroxidase; CAT: catalase; SOD: superoxide dismutase;
ProtCarb: protein carbonyls; O+~ : superoxide radical.

No significant differences by sex or maturity stage were found in the
antioxidant enzyme activities or in the concentration of TBARS, despite
the differences in Hg and Cu concentrations observed between male
and female, mature and immature blue sharks. Elements such as Cu
and Zn induce metal transcription factors (MTF-1) which increase levels
of metallothionein (MT) and other transport enzymes (Valko et al,
2005). Metallothionein concentrations have been reported to be in the
range of 0.55-0.86 mg g~ ! ww in muscle samples from the rough long-
nose dogfish, Deania hystricosa, and 0.68-1.88 mg g~ ! ww in muscle of
the great lantern shark, Etmopterus princeps (Company et al., 2010).
Metallothionein in shark tissues may help to prevent toxicity of some
trace elements, such as Hg (Bonwick et al., 1990; Storelli et al., 2011).
The presence of MT and other chaperones or specific transporter pro-
teins in the muscle of blue shark could prevent the oxidative damage
by essential and non-essential elements.
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Fig. 4. Total mercury concentration (mg kg~' ww) as a function of blue shark length
(cm).+: Immature females from December (IFd); M: Mature females from December
(MFd); x: Immature males from December (IMd); x: Immature males from May
(IMm); A: Mature males from May (MMm).
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In this study, protein carbonyl concentration was found to be
higher in muscle samples from male than female blue sharks. Sex dif-
ferences in oxidative stress indicators have been found in rats in liver,
brain (Vifia et al., 2005), cardiac muscle (Colom et al., 2007) and brain
mitochondria (Guevara et al,, 2011). In corkwing fish, females have
higher protein carbonyl levels in their blood, possibly due to differ-
ences in protein composition and susceptibility to oxidation
(Almroth et al., 2008). Moreover, it has been demonstrated that es-
trogen (Borras et al., 2007), vitamin E and glutathione (Goldfarb et
al.,, 2007) in females prevent oxidative damage, including protein car-
bonylation. The observed differences in protein carbonyl concentra-
tion between male and female blue sharks may also be due to the
differences in dietary preferences (Hernandez-Aguilar, 2008;
Escobar-Sanchez et al., 2011).

In summary, the present study shows differences between sexes
and maturity stages in Hg and Cu concentrations and in protein
carbonyl levels in the muscle of blue sharks. These differences may
be related to prey preferences, with females consuming more inverte-
brates, specifically red crabs, while adult males typically consume
more fish such as mackerel. Hg concentrations in the muscle of the
larger (approximately 200 cm TL) sharks are higher than the permis-
sible limit for human consumption established by international
agencies. Further studies should be conducted to include the quanti-
fication of the more toxic Hg form (MeHg).
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Elementos Traza y Estrés Oxidativo en el Tiburon Azul

Anexo 4. Trace elements and oxidative stress indicators in the liver and kidney of the blue shark
(Prionace glauca).

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

Comparative Biochemistry and Physiology, Part A. In Press (2013).
http://dx/doi.org/10/1016/j.cbpa.2013/01.024.



http://dx/doi.org/10/1016/j.cbpa.2013/01.024

CBA-09489; No of Pages 8

Comparative Biochemistry and Physiology, Part A xxx (2013) XXX-XXX

Comparative Biochemistry and Physiology, Part A

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cbpa

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Trace elements and oxidative stress indicators in the liver and kidney of the blue

shark (Prionace glauca)ﬁ

Angélica Barrera-Garcia 2, Todd O'Hara ®, Felipe Galvan-Magafia €, Lia C. Méndez-Rodriguez ?,
J. Margaret Castellini ¢, Tania Zenteno-Savin **

@ Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. Instituto Politécnico Nacional 195, Playa Palo de Santa Rita Sur, La Paz, Baja California Sur, C.P. 23096, Mexico
b Institute of Arctic Biology and Department of Biology and Wildlife, University of Alaska Fairbanks, Fairbanks, AK 99775-7000, USA

¢ Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas, Av. LP.N. s/n, Colonia Playa Palo de Santa Rita, Apartado Postal 592, La Paz, Baja California Sur, C.P. 23000, Mexico

4 Institute of Marine Science, School of Fisheries and Ocean Sciences, University of Alaska Fairbanks, Fairbanks, AK 99775-7220, USA

ARTICLE INFO

Article history:

Received 29 November 2012

Received in revised form 26 January 2013
Accepted 28 January 2013

Available online xxxx

Keywords:

Blue shark
Maturity status
Oxidative stress
Sex differences
Tissue differences

ABSTRACT

Trace element concentrations and oxidative stress indicators were measured in the liver and kidney samples
of 35 blue sharks caught by local artisan fisheries on the west coast of Baja California Sur (Mexico). Differences
between sex and maturity cohorts, and the interactions of trace elements with oxidative stress indicators were
assessed. Significant differences were found in trace element (Hg, As, Zn, Cd, Pb) concentrations and oxidative
stress indicators (catalase (CAT) activity, superoxide dismutase (SOD) activity, lipid peroxidation, TBARS
levels) between tissues. Significant sex differences (females<males) in the hepatic Zn concentration, and ma-
turity (immature <mature) differences in hepatic GPx activity and renal CAT activity were found. Correlations
between oxidative stress indicators and trace element concentrations were found: hepatic GST activity-As
concentration, SOD activity—protein carbonyl levels, SOD activity-superoxide radical production and Zn con-
centration-Cd concentration; renal SOD activity-TBARS levels, protein carbonyl levels-As concentration and
protein carbonyl levels—Cu concentration. Trace element concentrations may be important drivers of oxidant

Trace elements

and antioxidant processes in sharks and an important consideration in their physiology and health.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Trace element concentrations in the environment reflect both
natural distribution, as part of geological and biological cycles, and
anthropogenic contributions due to industrial and urban activities
(Goyer, 1996). Trace elements can be classified as essential elements,
those that are required by organisms to perform a physiological
function (e.g. copper (Cu), zinc (Zn), iron (Fe), selenium (Se)), and
as non-essential elements that do not have any known physiological
function (arsenic, (As), mercury (Hg), lead (Pb), cadmium (Cd)).
However, both types of trace elements can have toxic effects in
fish. Trace elements tend to persist in aquatic systems, to
bioaccumulate (Storelli et al., 2011), and can alter the physiology of
target organs such as the liver and kidney (Heath, 1995). The liver
has several physiological functions, including detoxification, and is
considered a dominant target organ for specific contaminants in-
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cluding some trace elements (Moslen, 1996; Hinton et al., 2008).
Kidney plays a physiological role in homeostasis and excretion for
fishes (Goldstein and Schnellmann, 1996; Wendelaar Bonga and
Lock, 2008).

Trace elements can induce the production of reactive oxygen spe-
cies (ROS), damaging proteins, lipids and/or DNA of target cells
(Lackner, 1995; Di Giulio and Meyer, 2008). However, organisms, in-
cluding fishes, have mechanisms to prevent oxidative damage from
trace elements by scavenging or neutralizing them (e.g. binding
them to a protein such as metallothionein (MT)), by increasing the
activity of antioxidant enzymes, and by excretion (Lushchak, 2012).
Specifically in elasmobranchs, urea and trimethylamine oxide are
good scavengers for peroxyl radicals and can potentially function as
antioxidants (Gorbi et al., 2004). Some authors have reported correla-
tions between trace element concentrations and oxidative stress indi-
cators (antioxidant enzyme activities and indicators of oxidative
damage) in fishes (reviewed by Lushchak, 2012).

Long-lived and top predator marine species, including sharks, may
bioaccumulate and biomagnify toxic concentrations of trace elements
in their tissues, mainly through the marine food web (Al-Yousuf et al.,
2000; Escobar-Sanchez et al., 2011). Most trace element studies of
sharks have focused on the muscle (reviewed in Barrera-Garcia et al.,
2012). However, there have been some studies conducted on the liver
and kidney in pelagic shark species (Table 1).
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Table 1
Summary of existing data on trace element concentrations (mg kg~ ') in the liver and kidney of different pelagic shark species.

Liver T Hg Se As Cu Zn Fe cd Pb Region Ref
Prionace glauca 0.2240.35 1.67+£0.58 10.624+4.76 9284839 49.94427.1 195.674+95.57 34.66+29.61 0374037 Mexico 1
Prionace glauca 0.15-2.2 0.82-3 Atlantic 2
Prionace glauca 0.032-0.96 0.47-3 Azores 2
Prionace glauca 0.65 4,02 0.25 1.14 England 3
Prionace glauca 5.95+2.67 England 4
Carcharhinus leucas 28.1 2.38 5.02 69.7 297 Japan 5
Carcharhinus plumbeus 3.62 4.07 6.16 102 0.73 Japan 5
Carcharhinus albimarginatus ~ 0.70 £0.42 1244043 4.2841.07 253+173 0.264+0.46 Japan 5
Galeocerdo cuvier 117+3.14 1.67+0.73 2.88+0.9 20.2+6.5 0.1540.24 Japan 5
Galeocerdo cuvier F 1.60 +£4.57 1.70+£0.75 2.86+0.61 203+7.1 0.18+0.34 Japan 5
Galeocerdo cuvier M 0.81+1.18 1.65+0.74 2.89+4+1.12 20.1+6.3 0.134+0.13 Japan 5
Galeorhinus galeus 0.45 1.44 10.15 <0.02 <0.02 England 3
Galeorhinus galeus F 0.6 1.44 5.16 MDL 0.02 England 6
Galeorhinus galeus M 0.31 15.13 MDL 0.02 England 6
Galeus melastomus 0.25 4.65 0.07 0.26 England 3
Galeus melastomus 0.25 4,65 0.07 England 7
Isurus oxyrinchus 0.0540.03 0.0240.01 1.12+0.65 0.14+£0.07 Mexico 8
Negaprion brevirostris 0.15+0.08 0.25+0.16 Florida 9
Negaprion brevirostris 0.1114+0.11 0344036 Florida 9
Sphyrna zygaena 35894358 8.09+1.46 44224222 6.06+1.2 26.66+1.85 19.774+1.29 0.17+£0.03 10
Kidney THg Se As Cu Zn Fe Cd Pb Region Ref
Prionace glauca 0.384-0.36 1.844+0.89 5.14+16.03 8174259 612741243 185.7+89.08 6.684+7.28 1394035 Mexico 1
Galeorhinus galeus F 1.03 5.63 242 MDL 0.02 England 6
Galeorhinus galeus M 0.6 12.06 MDL 0.02 England 6
Galeorhinus galeus 0.82 5.63 7.24 <0.02 <0.02 England 3
Galeus melastomus 0.02 3.16 0.25 England 3
Isurus oxyrinchus 0.0440.02 0.0064-0.003 0.9740.29 0.274+0.07 Mexico 8
Negaprion brevirostris 0.1640.07 1.73+1 Florida 9
Negaprion brevirostris 0.1340.04 1.16+0.81 Florida 9

1. Present work; 2. Branco et al. (2007); 3. Vas (1991); 4. Storelli and Marcotrigiano (2004); 5. Endo et al. (2008); 6. Vas (1987); 7. Vas and Gordon (1988); 8. Velez (2009); 9. Nam

et al. (2010); 10. Storelli et al. (2003). F: female; M: male.

The blue shark (Prionace glauca) is a long-lived species (20 years)
that is widely distributed and abundant in the world's oceans, occurring
in tropical and subtropical waters to depths of 600 m (Nakano, 1994;
Nakano and Stevens, 2008). Size and sex segregation have been
reported for blue sharks (Nakano and Seki, 2003; Aires-da-Silva et al.,
2009; Campana et al,, 2011). Migratory movements driven by prey dis-
tribution, water temperature and reproduction have also been reported
for this species (Stevens, 1976; Stevens et al, 2010). Furthermore,
males tend to inhabit oceanic waters, while juveniles and pregnant fe-
males tend to occur in coastal waters (Litvinov, 2006; Vogler et al.,
2012). A seasonal shift has been reported for blue shark fisheries be-
tween 20°N and 40°N in the Pacific Ocean, with sharks being more
abundant during the winter than the summer seasons (Strasburg,
1958; Blanco-Parra et al., 2008; Carrera-Fernandez et al., 2010).

The objectives of the present study were 1) to determine the con-
centrations of trace elements (Zn, Fe, Cu, Se, Cd, Pb, Hg, As and Ag), 2)
to quantify the main indicators of oxidative stress, and (3) to assess
potential correlations of trace elements with the main indicators of
oxidative stress in the liver and kidney of blue sharks from the east
Pacific Ocean. Based on the reported segregation and prey prefer-
ences of blue sharks, we hypothesized that differences in trace ele-
ment concentrations and the main oxidative stress indicators would
be found between sexes and maturity stages.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection

Blue shark liver and kidney samples were obtained in 2009 at Punta
Belcher (24° 15’ N; 111° 30’ W) in the west coast of Baja California Sur
in collaboration with local fishermen. Total length, sex, and maturity
stage were recorded for each shark. Maturity stage was assigned
using the criteria proposed by Pratt (1979): females with embryos
in uteri, fertilized eggs or well developed ovaries and males with

calcified claspers that rotate were considered adults. Approximately
10 g of liver and kidney samples were kept on ice in coolers during
transport to the Laboratorio de Ecologia de Peces at Centro
Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR) where they were
stored frozen (— 80 °C) until analyzed. Trace elements were quantified
at Laboratorio de Espectrofotometria de Absorcion Atémica (Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, CIBNOR) and Wildlife Toxicolo-
gy Laboratory (University of Alaska Fairbanks), and oxidative stress indi-
cators were analyzed at Laboratorio de Estrés Oxidativo (CIBNOR).

2.2. Trace elements

The concentration of Zn, Fe, Cu, Cd and Pb was quantified using an
atomic absorption spectrophotometer (GBS Scientific AVANTA,
Dandenong, Australia) with air-acetylene flame. Approximately 5 g
of each sample was dried and digested in a vessel with nitric acid
(HNO3) and 2 mL H,0, (Mars 5x, CEM, Matthew, NC, USA)
(Labrada-Martagén et al., 2011; Barrera-Garcia et al., 2012). The de-
tection limits were 0.017 mg kg~ ! for Cd and Cu, 0.021 mg kg~ ! for
Zn, 0.65 mg kg~ ! for Fe and 0.074 mg kg~ for Pb.

For Se and As quantifications, approximately 0.5 g from each
sample was digested in a microwave oven (3000 Microwave
Multiwave Sample Preparation System, Anton Paar, Austria) (Knott
et al., 2011; Barrera-Garcia et al., 2012). For Se determination a
2 mL aliquot was further digested in excess HCl to reduce Se"! to
Se!V (Knott et al., 2011; Barrera-Garcia et al., 2012). Concentrations
were determined using atomic absorption spectrometry (AAnalyst
800 PerkinElmer Instruments, Shelton, CT, USA), with a graphite fur-
nace system (As) and with flow injection system (Se) (Knott et al.,
2011; Barrera-Garcia et al., 2012). The detection limits were
0.02 mg kg~ ! for As and 0.04 mg kg~ ! for Se.

For total mercury (Hg) analyses, approximately 3 g of each sample
was freeze-dried and homogenized (Barrera-Garcia et al., 2012). Total
Hg concentration was measured on a DMA-80 Direct Mercury Analyzer
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(Milestone Inc., Shelton, CT, USA) (Knott et al., 2011; Barrera-Garcia et
al., 2012). The detection limit for Hg was 0.02 mg kg~ ! for Hg.

Quality control samples (blanks, spiked blanks, duplicates, spiked
samples, and standard reference materials) were included in each di-
gestion batch (Knott et al., 2011; Barrera-Garcia et al., 2012). Standard
reference materials included: Lake Superior Fish Muscle Tissue 1946
(National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD,
USA), DOLT-4 (Dogfish Liver), DORM-3 (Fish Protein) and TORT-2 (Ma-
rine Lobster Hepatopancreas) (Certified Reference Material for Trace
Metals, National Research Council Canada, Institute for National Mea-
surement Standards, Ottawa, ON, Canada). The mean percent recovery
of quality control samples including reference material and spikes
were generally 70%-95% except for As in DOLT-4 (52%).

2.3. Oxidative stress indicators

2.3.1. Total soluble proteins

Soluble proteins were measured to standardize the results obtained
for antioxidant enzyme activities based on the method described by
Bradford (1976) using a commercial kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) and bovine serum albumin (BSA) as a standard. Results were
expressed in mg of protein mL™ ",

2.3.2. Superoxide radical production

Endogenous superoxide radical (O,° ) production was measured
following the reduction of ferricytochrome c at 550 nm (Drossos et
al.,, 1995) as described in Barrera-Garcia et al. (2012). Briefly, tissue
was incubated for 15 min at 37 °C in Krebs phosphate buffer (NaCl
110 M; KCl 4.7 mM; MgSO4 12 mM; NaH,PO, 12 mM; NaHCO4
25 mM; glucose 1 mM) with cytochrome ¢ (15 uM). To stop the re-
action, N-ethylmaleimide (3 mM) was added and samples were
centrifuged at 1509 g at4 °C for 10 min. Absorbance of the supernatant
was recorded (Jenway 6505 spectrophotometer, Princeton, NJ, USA)
and superoxide radical production was calculated using the extinction
coefficient for the change of ferri- to ferro-cytochrome (21 nM cm™1).
Data are expressed in nmol O, min~! mg™~! protein.

2.3.3. Enzymatic activities

For antioxidant enzyme analyses, 100 mg of frozen muscle was
homogenized (homogenizer, Polytron PT 1300D, Kinematica, Swit-
zerland) and centrifuged at 1509 g for 10 min at 4 °C; absorbance
was measured using a spectrophotometer (Beckman DU 800, Felton,
CA, USA) (Lépez-Cruz et al., 2010; Barrera-Garcia et al., 2012).

The activity of superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) was mea-
sured following the inhibition of the reduction of nitrotetrazolium
blue chloride (NBT) by the generation of O, using the xanthine/xan-
thine oxidase system (Suzuki, 2000; Loépez-Cruz et al, 2010;
Barrera-Garcia et al., 2012). SOD activity is expressed in units (U)
mg ! of protein. One unit of SOD activity is defined as the amount of
enzyme necessary to inhibit the reaction by 50% of maximum inhibi-
tion. The enzymatic activity of catalase (CAT; EC 1.11.1.6) was estimated
by following the decay in the concentration of H,O, at 240 nm (Aebi,
1984; Lopez-Cruz et al.,, 2010; Barrera-Garcia et al., 2012). CAT activity
is expressed in U mg~" of protein. One unit of CAT activity is defined
as the amount of enzyme needed to reduce 1 pmol H,0, per min. Glu-
tathione peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9) activity was measured by mon-
itoring the continuous decrease in NADPH concentration using H,0, as
a substrate (Flohé and Giinzler, 1984; Lopez-Cruz et al, 2010;
Barrera-Garcia et al,, 2012). GPx activity is expressed in U mg ™~ of pro-
tein. One unit of GPx activity is defined as the amount of enzyme that
oxidizes 1 umol NADPH per min. Glutathione S-transferase (GST; EC
2.5.1.18) activity was measured following the formation of thioether
glutathione dinitrobenzene as a product of the reaction between GSH
and 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) (Habig and Jakoby, 1981;
Lépez-Cruz et al,, 2010; Barrera-Garcia et al., 2012). GST activity is
expressed in U mg ™' of protein. One unit of GST activity is defined as

the amount of enzyme that catalyzes the production of 1 umol CDNB
per min. Glutathione reductase (GR; EC 1.8.1.7) catalytic activity was
measured by monitoring the decrease in absorbance during NADPH ox-
idation (Goldberg and Spooner, 1987; Lopez-Cruz et al, 2010;
Barrera-Garcia et al., 2012). GR activity is expressed in U mg ™! of pro-
tein. One unit of GR activity is defined as the amount of enzyme needed
to reduce 1 umol GSSG per min.

2.3.4. Lipid peroxidation

Lipid peroxidation levels were assessed by measuring the content of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (Persky et al., 2000;
Lopez-Cruz et al, 2010; Barrera-Garcia et al, 2012). Results are
expressed in nmol of TBARS mg ! of protein (Lépez-Cruz et al., 2010).

2.3.5. Protein carbonyls

Oxidative damage to proteins was measured as protein carbonyl
concentration (Levine et al, 1994; Vazquez-Medina et al., 2007;
Barrera-Garcia et al., 2012). Results are expressed in pmol of protein
carbonyls per g~ ! of tissue.

2.4. Sex and maturity cohorts and statistical analyses

All samples were analyzed in triplicate. Data were grouped by sex,
maturity stage and season as follows: I[Fd =immature females caught
in December; MFd = mature females caught in December; IMd = im-
mature males caught in December, and IMm = immature males caught
in May. As mentioned before, maturity was assigned using the criteria
proposed by Pratt (1979).

When trace element concentrations were below the respective
minimum detection limit (MDL) a random value below MDL but
above zero was used in the summary statistics (Helsel, 2006). If
more than 50% of the samples had concentrations that fell below
the MDL, all trace elements for that particular data were excluded
from further statistical analyses (Dehn et al., 2006).

Normality and homogeneity of variance were determined by using
Shapiro-Wilk and Barlett tests, respectively. Differences between matu-
rity stages in females (IFd vs MFd) were analyzed by Student t-tests or
Mann-Whitney U-tests. Differences between sexes in immature sharks
(IFd vs IMd vs IMm) were estimated using ANOVA or Kruskal-Wallis
tests. Post-hoc analyses were done using either Tukey's tests (paramet-
ric) or multiple comparison tests (non-parametric) (Zar, 1999). Differ-
ences were considered significant when p<0.05. Spearman rank
correlation was performed to evaluate the relationship between the
trace elements and the oxidative stress indicators in the liver and kid-
ney. Grubbs outlier test was performed to identify the extreme values.
Statistical analyses were repeated excluding outliers to establish the po-
tential effect of those individuals on the results. The Statistica 8.0
(StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA) software was used to perform all statistical
analyses. The Sigma plot 11.0 (Systat Software, Inc. Chicago, IL, USA)
was used to create graphs. Results are expressed as mean + SD.

3. Results

A total of 35 sharks were sampled in 2009, ranging in sizes between
117 and 269 cm (mean+ SD=187.4+39.9 cm) total length (TL). Of
these, 11 sharks were classified as IFd (167.3+28.1 cm), 9 as MFd
(209.4+5.4 cm), 9 as IMd (141.74+16.2 cm) and 6 as IMm (194.3 +
443 cm).

The results for the trace element concentrations measured in the
liver and kidney of the blue shark by sex and maturity stage groups
are summarized in Table 2. The antioxidant enzyme activities, TBARS
levels, protein carbonyl concentrations, and O~ production are
presented in Table 3. Hepatic Pb concentration was below MDL in 50%
of IMm.

Higher CAT activity (Upos (2) 3334=>53; p<0.001), and concentra-
tions of TBARS (Uoos (2) 3134=4; p<0.001), As (Ugos (2) 3430=0;
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Table 2
Concentration of trace elements (mg kg~ ww) in the liver and kidney of the blue shark (Prionace glauca).
Tissue Group Hg Se As Cu Zn Fe Cd Pb
Liver IFd Mean+SD  0.15+0.08 1.5+£041 9.7442.42 7.6543.99 38.95+8.97% 163.354-46.83 22.914+8.64% 0.47 4042
Min-Max 0.06-0.32 0.65-2.02 6.32-13.2 3.34-14.58 24.37-53.95 98.52-249.3 10.58-39.3 0.01-1.17
Median 0.12 1.48 9.15 9.25 36.99 163.29 21.53 0.32
No 11 10 11 11 11 11 11 11
MFd Mean+SD  0.184+0.1 1.4240.53 11.01+4.62 5.62+2.82 41.84+12.07 234.68 +129.61 30.77+£15.76 0.29+0.27
Min-Max 0.05-0.34 0.55-1.95 5.42-18.13 2.78-11.8 29.73-69.87 79.9-524.05 11.16-58.97 0.04-0.85
Median 0.14 1.67 9.06 5.52 40.95 230.20 30.87 0.33
No 9 9 9 9 9 9 9 9
IMm Mean+SD  0.654+0.84 2.07+0.86 14.71+9.48 18.124+13.31 87.85+47.34* 247.7+£133.76 74.08 £52.24 <MDL
Min-Max 0.07-2.14 1.25-2.92 5.17-25.2 1.39-36.93 31.6-173.47 99.55-403.89 24.12-155.35
Median 0.29 2.05 9.38 18.44 81.26 227.88 55.71
No 5 4 5 6 6 6 6 6
IMd Mean+SD  0.12+0.08 2.0440.51 9.07+24 9.04+9.13 46.234+11.88%* 161.55440.04 26.63+15.31 0.36+£0.28
Min-Max 0.03-0.26 1.54-2.89 7.3-14.37 0.02-27.69 30.36-68.23 103.78-232.66 4.87-59.56 0.01-0.82
Median 0.09 1.87 7.76 5.71 44.70 155.52 22.26 0.39
No 9 7 9 9 9 9 9 9
Shark Mean+SD  0.2240.35 1.67+058  10.62+4.76 9.284+8.39 49.94427.1" 195.67 +95.57 34.66+2961' 0374037
Min-Max 0.03-2.13 0.54-2.91 5.16-25.19 0.01-36.93 24.36-173.47 79.89-524.05 4.87-155.35 0.01-1.43
Median 0.13 1.63 9.10 6.19 42.01 172.18 27.28 0.29
No 34 30 34 35 35 35 35 35
Kidney  IFd Mean+SD  0.24+0.16 1.69+0.6 2+1.08 8.724+2.37 59.243.49 160.694-38.06 481+1.8 1.49+0.23
Min-Max 0.08-0.54 0.05-2.3 0.08-3.06 6.51-15.28 53.9-63.65 117.15-222.08 1.75-8.06 1.16-1.8
Median 0.26 1.89 227 8.05 60.41 152.56 5.03 1.54
No 11 11 9 11 11 11 11 11
MFd Mean+SD  04+0.25 1.75+£046  2.5940.94 7.57+25 61.764+5.99 175.79 +65.64 6.794+3.5 1.41+£0.28
Min-Max 0.09-0.89 0.92-2.4 1.09-4.05 4.14-10.52 55.79-75.88 116.34-312.24 2.82-13.94 0.81-1.74
Median 0.32 1.60 2.99 8.52 60.38 155.52 5.64 1.38
No 9 9 9 9 9 9 9 9
IMm Mean+SD  0.81+0.77 1324019 2476+4442 8.09+3.64 69.16+28.41 201.66+101.24  13.74+15.85 0.96 +£0.37
Min-Max 0.18-2.13 1.18 0.82-91.34 3.73-12.29 43.45-121.4 125.51-393 0.64-34.31 0.5-1.35
Median 0.64 132 3.44 7.64 61.96 168.31 6.18 1.02
No 5 2 4 6 6 6 6 6
IMd Mean+SD  0.31+0.13 2254143  213+1.11 817425 58.07 £6.09 21555+13798 4194167 1.55+0.34
Min-Max 0.15-0.55 1.18-5.78 0.7-4.14 4.89-13.01 47.21-68.4 87.46-540.6 1.6-6.3 1.17-2.2
Median 0.27 1.80 213 7.17 57.72 167.71 4.85 1.42
No 9 9 9 9 9 9 9 9
Shark Mean+SD  0.38+0.36" 1.84+089 5.14+16.03" 8.1742.59 61.27 +£12.43l1 185.74-89.08 6.68 +7.28" 1.39+0.35"
Min-Max 0.08-2.12 0.05-5.77 0.08-91.34 3.72-15.28 43.44-121.4 87.46-540.59 0.64-34.3 0.49-2.2
Median 0.29 1.80 2.27 8.04 59.42 162.28 533 1.37
No 34 31 31 35 35 35 35 35

[Fd = Immature females from December; MFd = mature females from December; IMd = immature males from December; IMm = immature males from May; MMm = mature males
from May. Data are shown as mean+ SD. Significant differences (p<0.05) are denoted by different roman numbers (tissues), symbols (sex in immature sharks) and letters
(maturity stage in females sharks). MDL= Concentration below minimum detection limit.

p<0.001) and Cd (Ugps (2) 3332=17; p<0.001) were found in the
liver samples compared to those of the kidney samples. Renal SOD
activity (Upos (2) 3234=2311; <0.001) and concentrations of Hg
(Uo_os (2) 33'33:244: <0001), Zn (U0.05 ) 34'34:219: <0001) and
Pb (Uo.os (2) 3535 =49; <0.001) were higher as compared to those
in the liver (Table 3).

Hepatic Hg concentration was lower in IMd than in IMm (p = 0.034)
(Table 2). Concentrations of Zn (p=0.0165) and Cd (p=0.013) were
lower in IFd than in IMm. GPx activity was higher in MFd than in IFd
(to.05 (2) 20= —3.15; p=0.005). There were no statistically significant
differences by sex or maturity stage in O,*~ production nor TBARS
and protein carbonyl concentrations in the liver samples. In the kidney
samples, there were no statistically significant differences by sex or ma-
turity stage in the concentration of trace elements, O~ production nor
TBARS and protein carbonyl concentrations. In females, CAT activity
was higher in MF than in IF (Ug s (2) 11.9=15; p=0.008).

Both positive and negative correlations were found between a) trace
elements, b) oxidative stress indicators, and c) trace elements and oxi-
dative stress indicators in both tissues (Table 4). Grubbs analysis identi-
fied two outliers, both of which were large IMd (240 and 252 ¢cm TL).
When outliers were removed from the data set, statistical significance
changed, such that there was no significant difference in hepatic Hg
concentration between IMd and IMm and no significant difference in
hepatic Cd concentration between IFd and IMm. Variables that were

correlated independently of the exclusion of the two outliers are: He-
patic GR activity-SOD activity, GST activity—As concentration, SOD ac-
tivity-protein carbonyl concentration and O,*~ production, Zn-Cd
concentrations, and in kidney SOD activity-TBARS concentration, pro-
tein carbonyl-As concentrations, protein carbonyl-Cu concentration
and As-Cd concentrations (Table 4).

4. Discussion

The mean hepatic concentrations of Hg (0.22 4 0.35 mg kg~ '),
Se (1.67+0.58 mg kg~ ') and Pb (0.37+0.37 mg kg~ !) in the
present study are in the ranges previously reported for the liver
in blue sharks (Vas, 1991; Branco et al., 2007). However, hepatic
Cu (9.284+8.39 mg kg~ 1), Fe (195.67+95.57 mg kg~ ') and Cd
(34.66 £29.61 mg kg~ !) concentrations were more than nine
fold higher than those reported by Vas (1991). In general, higher
renal trace element concentrations were measured in blue sharks
in the present study (Table 1) compared to Galeorhinus galeus and
Galeus melastomus (Vas, 1987, 1991). These species differences in
pelagic sharks may be due to the difference in the concentration
of trace elements as natural resources in the Pacific and Atlantic
oceans, being higher in the Pacific Ocean (Libes, 2009).

Hepatic CAT activity in blue sharks is higher than in spotted dogfish
(Scyliorhinus canicula) (Gorbi et al., 2004), and hepatic protein carbonyl
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Table 3

Oxidative stress indicators in the liver and kidney of blue shark (Prionace glauca) by groups. Antioxidant enzyme activities (U mg~! protein), superoxide radical production (O,*~, nmol min—

nmol mg ™" protein), and protein carbonyl concentrations (umol g~ tissue).

mg~ ! protein), lipid peroxidation (TBARS,

Tissue Group GR GPx GST CAT SOD Carbonyl TBARS (070
Liver IFd Mean + SD 1.2494+1.177 0.80940.476a 44.673 4+39.590 233.2944228.115 685.766 + 798.781 116.053 +46.421 297742223 0.1044-0.092
Min-Max 0.097-3.836 0.062-1.703 3.080-121.909 14.658-633.493 3.209-2449.921 14.306-190.918 0.486-7.682 0.017-0.290
Median 0.914 0.811 35.379 170.252 286.450 122.359 2.064 0.069
No 11 11 11 11 11 11 11 11
MFd Mean + SD 1.920+1.196 1.743 £0.832b 35.734+£55.482 315.6714178.983 1393.4194+1550.159 99.303 £ 74.255 6.9044+8.961 0.17840.261
Min-Max 0.576-3.727 0.867-3.282 2.729-178.980 72.161-633.040 23.001-4060.742 49.378-286.607 0.839-26.732 0.027-0.813
Median 1417 1.645 15.123 303.303 1211.853 82.875 2.753 0.082
No 9 9 9 9 9 9 9 8
IMm Mean +SD 0.690+0.527 1.017+0.921 14.699+11.010 506.693 4 599.655 26.845+26.268 180.1514108.731 4377 +4.619 0.24440.166
Min-Max 0.211-1.578 0.087-2.555 4.461-32.479 135.032-1568.088 6.139-71.065 41.468-300.947 0.409-11.294 0.059-0.458
Median 0.495 0.807 13.665 258.591 20.972 187.754 3.089 0.230
No 5 5 5 5 5 5 5 5
IMd Mean + SD 1.768 +1.369 1.377+1.332 16.0394-21.224 236.338+104.129 490.1374+573.338 100.688 +-51.434 6.862+6.836 0.1054+0.123
Min-Max 0.146-3.836 0.327-4.270 1.038-56.432 45.210-400.325 5.087-1756.935 28.860-166.598 0.614-21.177 0.012-0.345
Median 1.622 0.737 8.161 243.758 370.784 104.445 4.702 0.035
No 9 9 9 9 9 9 9 8
Shark Mean + SD 1.482+1.201 1.237+£0.955 30.319+38.915 296.111 £ 280.8251 724.402 +1023.9201 116.978 +-69.473 5.25146.1781 0.1454-0.167
Min-Max 0.097-3.836 0.062-4.270 1.038-178.980 14.658-1568.088 3.209-4060.742 14.306-300.947 0.409-26.732 0.012-0.813
Median 1.132 0.949 13.987 252.800 184.196 106.104 2.921 0.077
No 34 34 34 34 34 34 34 32
Kidney IFd Mean + SD 1.163 £ 0.505 0.743+£0.482 10.507 +-7.638 17.219413.595a 739.183 +488.313 135.6454-55.180 0.247 +0.086 0.0804-0.027
Min-Max 0.206-1.943 0.130-1.648 3.306-27.312 5.928-53.101 37.620-1819.854 52.871-216.899 0.156-0.417 0.044-0.146
Median 1.127 0.707 8.412 12.788 563.819 122.377 0.223 0.076
No 11 11 11 11 11 11 11 11
MFd Mean + SD 1.1264+0.671 0.901+0.506 15.3204+4.965 31.396 +15.637b 951.672 +£500.185 110.5134+65.889 0.322+0.087 0.22240.4632
Min-Max 0.345-2.541 0.296-1.970 7.773-23.480 12.981-63.016 213.582-1758.401 35.208-220.363 0.207-0.482 0.037-1.455
Median 1.118 0.752 13.682 27.895 891.711 90.263 0.315 0.071
No 9 9 9 9 9 9 9 9
IMm Mean + SD 0.978 £0.362 1.093+0.369 11.617+10.979 27.670+£11.380 640.948 +344.303 92.329 +28.086 0.2984+0.075 0.0564-0.042
Min-Max 0.561-1.323 0.688-1.540 2.433-30.444 16.706-41.013 165.910-960.608 65.953-125.239 0.197-0.373 0.016-0.116
Median 1.131 1.064 9.291 22.134 701.930 84.977 0.300 0.049
No 5 5 5 5 5 5 5 5
IMd Mean + SD 1.483+0.792 0.800+0.231 10.068 +-4.493 19.9514+14.724 989.266 4-440.317 131.300+67.521 0.32240.098 0.07040.056
Min-Max 0.563-2.847 0.539-1.172 3.205-16.731 4.766-45.454 506.145-1646.190 44.847-272.955 0.161-0.470 0.023-0.210
Median 1.427 0.692 9.357 13.240 1057.531 115.164 0.325 0.058
No 9 9 9 9 9 9 9 9
Shark Mean 4 SD 11.214+0.621 0.852+0.419 11.8284+6.922 23.232+14.82211 847.182 +£461.62111 121.472458.572 0.2944-0.09111 0.11140.241
Min-Max 0.206-2.847 0.130-1.970 2.433-30.444 4.766-63.016 37.620-1819.854 35.208-272.955 0.156-0.482 0.016-1.455
Median 1.129 0.770 11.305 20.893 736.964 115.144 0.295 0.066
No 34 34 34 34 34 34 34 34

GR: Glutathione reductase; GST: glutathione S-transferase; GPx: glutathione peroxidase; CAT: catalase; SOD: superoxide dismutase.
[Fd =Immature females from December; MFd = mature females from December; IMd = immature males from December; IMm = immature males from May. Data are shown as mean + SD. Significant differences (p<0.05) are denoted by
different roman numbers (tissues), symbols (sex in immature sharks) and letters (maturity stage in female sharks).
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Table 4

Spearman correlation coefficients performed with and without (marked with an asterisk) two individuals identified as outliers, between trace elements and oxidative stress indi-
cators in the liver and kidney of the blue shark (Prionace glauca). Correlations are considered statistically significant when p<0.05.

Tissue Variables GR GPx GST SOD

Carbonyl protein TBARS Hg As Se Zn

GPx
SOD
0y~
Carbonyl protein —0.48

TBARS 0.64° 0.59%

As 0.51/0.68*
Fe 0.6
cd

Zn

TBARS 0.57 0.58
As 0.67°
Se 0.722
Cu

Fe —0.58*

Ccd 0.64%
Zn

Pb 0.58?

0.55
0.44/0.74%
—-0.7¢

Liver

Kidney 0.50/0.68*

—0.5/—-0.73%
—0.52/—0.68"

0.48

—0.76°
0.51 0.57
0.51 0.52

0.80/0.83%

0.45/0.6" 0.78%
0.6
0.57/0.71%

0.62% 0.52/0.61%
0.43

GR: Glutathione reductase; GPx: glutathione peroxidase; GST: glutathione S-transferase; SOD: superoxide dismutase; O,*~: superoxide radical.

2 Spearman correlation performed without outliers.

concentrations and O,*~ production are higher than in mako sharks
(Isurus oxyrinchus) (Velez, 2009). Hepatic GST activity in blue sharks
is lower than in spotted dogfish (Gorbi et al., 2004), and GR, GPx, GST,
CAT and SOD activities and TBARS concentrations are lower than in
mako sharks (Velez, 2009). Similarly, kidney GR, GPx, CAT and SOD ac-
tivities and TBARS concentration are lower in blue sharks than in mako
sharks (Velez, 2009). However, kidney GST activity, carbonyl protein
concentrations and O, production are higher in blue sharks than in
mako sharks (Velez, 2009). ROS production and antioxidant capacity
is influenced by different factors such as metabolism, behavior, feeding
ecology, migration and exercise (Rudneva, 1997; Lépez-Cruz et al.,
2010).

The presence of outliers (two IMm: 240 and 252 cm TL)
accounted for some of the sex (IFd vs IMm vs IMd) differences in he-
patic trace elements including Hg and Cd. According to the criteria
established by Pratt (1979) and estimates of age and sexual maturity
of blue sharks along the western coast of Mexico (Blanco-Parra et al.,
2008; Carrera-Fernandez et al., 2010), maturity occurs in males at
approximately 170 cm (TL). The two individuals identified as outliers
were large enough to be classified as adult males, yet their sexual organs
were not developed and did not show the calcified claspers that rotate
expected for adult male blue sharks. Large predators have the ability
to explore different environments and feed on bigger and faster prey
such as fish and giant squid (Estupifidn-Montafio et al, 2009;
Cabrera-Chavez-Costa et al., 2010; Newman et al.,, 2012). Additionally,
older organisms accumulate trace elements in their tissues over longer
periods (de Pinho et al., 2002; Branco et al., 2007; Barrera-Garcia et al.,
2012).

Differences in the concentration of trace elements and oxidative
stress indicators between tissues have been reported for sharks. Hg con-
centration was higher in the liver than in the kidney of lemon sharks
(Negaprion brevirostris) (Nam et al., 2010). CAT activity and TBARS con-
centrations were higher in the liver compared to those in the kidney of
sharks and rays (Filho and Boveris, 1993). Zn concentration was higher
in the kidney compared to that in the liver of the carcharhinid sharks G.
galeus (Vas, 1987). Tissue differences in trace element concentrations
may be due to organ function or metal affinity. The function of liver is
related to metabolism, lipid and energy storage, detoxification and, spe-
cifically in sharks, it is the buoyancy organ (Hinton et al., 2008;
Zambonino et al., 2008). Kidney functions in sharks are filtration, excre-
tion and reabsorption (Marshall and Grosell, 2008).

No significant differences between genders were found in oxidative
stress indicators (ROS, antioxidants, tissue damage) nor in most of the
trace elements in blue sharks. However, Zn concentrations were higher

in males than in females. Vas (1987) and Endo et al. (2008) did not find
sex differences in the concentration of trace elements (e.g. Cu, Fe, Cd,
Zn, Pb, Hg) in G. galeus and Squalus acanthias. However, Al-Yousuf et
al. (2000) found higher Zn concentrations in female than in male
redspot emperor fish (Lethrinus lentjan), which they ascribed to differ-
ences in available active sites in Zn-dependent proteins. It is possible
that differences in Zn concentration between male and female blue
sharks are related to prey preference of blue sharks varying by sex
and to seasonal shifts in diet, as most Zn incorporation is through the
diet (Hernandez-Aguilar, 2008).

Higher hepatic Zn concentration in immature male sharks may be
related to the presence of Cd (Fig. 1B), since Zn has a protective effect
against Cd toxicity in the liver, which is mediated by MT binding
(Hidalgo et al., 1985; Heath, 1995). Zinc has the capacity to activate
metal transcription factor (MTF-1), inducing MT which protects organ-
isms from metal toxicity, especially from Cd (Di Giulio and Meyer, 2008;
Hahn and Hestermann, 2008). Metallothionein has been reported as a
normal component of biological tissues in sharks (Bonwick et al,
1990; Cho et al., 2005; Company et al., 2010). Additionally, hepatic Zn
that is already bound to MT can be replaced by Cd, protecting liver
cells from Cd toxicity (Nordberg, 1998).

No significant differences were found between juvenile and adult blue
sharks in the trace elements, TBARS and protein carbonyl concentrations,
or Op*~ production in the liver and kidney. However, hepatic GPx and
CAT activities were higher in MFd than in IFd. Changes in antioxidant en-
zyme activity with age have been previously reported in fishes. Wdzi czak
et al. (1982) reported reduced antioxidant enzyme activity with age in
erythrocytes of sea bass (Dicentrarchus labrax). Otto and Moon (1996)
did not find age-related changes in the activity of GPx and CAT in liver
of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and black bullhead (Ameiurus
melas). However, Sanz et al. (2001) reported higher activity of CAT and
GPx in red blood cells from older sturgeon (Acipenser naccarii). These ma-
turity differences could be related to reproductive status, since during
gestation females have higher metabolic rates and ROS production, and
may upregulate antioxidants (Garratt et al,, 2011) to maintain the balance
between pro-oxidants and antioxidants (Halliwell and Gutteridge, 2007).

Changes in oxidative stress indicators as a response to trace ele-
ments have been reported in different tissues from different fish spe-
cies. In the presence of As, an increase in hepatic GST activity was
reported in the liver of spotted murrel fish (Channa punctatus)
(Allen and Rana, 2004) and in African catfish (Clarias gariepinus)
(Farombi et al., 2007). Correlations between Cu concentration and
protein carbonyl levels were found in the kidney of blue sharks
(Fig. 1A). Protein carbonyl levels have been used as a biomarker of
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Fig. 1. Spearman correlation coefficients (SFC) between trace elements and oxidative
stress indicators of blue shark (Prionace glauca), performed without two individuals iden-
tified as outliers. A. Correlation between Cu concentration and protein carbonyl levels in
the kidney of blue sharks. B. Correlation between Cd and Zn concentration in the liver of
blue sharks. : Immature females from December (IFd); B: Mature females from December
(MFd); x: Immature males from December (IMd); x: Immature male from May (IMm).

protein damage by trace element exposures in fishes (e.g., Cu con-
centration in the liver and kidney of catfish (Wallago attu) (Parvez
et al., 2006) and in blood of corkwing wrasse fish (Symphodus
melops) (Almroth et al., 2008)).

Correlations between oxidative stress indicators, including antioxi-
dant enzyme activities, were found previously in shark blood and mus-
cle (Rudneva, 1997; Barrera-Garcia et al., 2012). Given the correlations
found in the present study between the activity of GR and SOD, between
SOD activity and O,* ™~ production and between SOD activity and protein
carbonyl concentration it is possible that the combined catalytic action
of these antioxidant enzymes may prevent the deleterious effects of
ROS, such as 0,¢~, reducing tissue damage (Halliwell and Gutteridge,
2007; Di Giulio and Meyer, 2008).

In summary, tissue, sex and maturity differences in the concentra-
tions of trace elements (Hg, As, Zn, Cd and Pb), and oxidative stress
indicators (antioxidant enzyme activities and TBARS levels) were
found in blue sharks. Sex and maturity differences may reflect differ-
ent feeding preferences that result from differences in blue shark mi-
gration and spatial segregation. Size and age may be important factors
in assessing trace element accumulation in shark tissues. Correlations
between trace elements and oxidative stress indicators suggest a fur-
ther careful analysis of the potential use of the latter as biomarkers of
contaminants in blue shark liver and kidney.
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