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Resumen

Por miles de afos, los peces antarticos han estado aislados en un ambiente
con temperaturas muy bajas (con poca fluctuacion estacional) y con un alto
contenido de oxigeno. En tales condiciones, el estrés oxidativo pudo ser uno de
los factores mas importantes que afectaron sus estrategias adaptativas
metabdlicas. Se tomaron muestras de tejidos de especies pertenecientes a dos
familias de peces antarticos Nototheniidae (nototénidos) y Channichthyidae
(canictidos o peces de hielo). En homogenatos de higado, branquias, corazéon y
muasculo, fue medida la actividad de las enzimas antioxidantes: superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatibn peroxidasa (GPx); los niveles de
vitamina E y la capacidad antioxidante total (TRAP). También se analiz6 la
actividad de SOD en muestras de sangre.

La actividad de SOD branquial es 3 veces mayor en canictidos comparada
con la de los nototénidos, mientras que la actividad de CAT y GPx es
significativamente mas alta en las branquias de los nototénidos. El aumento de la
actividad de SOD branquial podria ser reflejo del importante gradiente de PO, que
ocurre a través del epitelio branquial de los canictidos. La baja actividad de CAT y
GPx hallada en las branquias de estas especies sugeriria que la H,O, producida
seria eliminada preferentemente por difusién. Por el contrario, la actividad de SOD
sanguinea es 5 veces mas alta en los nototénidos, los cuales poseen eritrocitos en
sangre que aumentan la capacidad de transporte de oxigeno. En estos peces, la
actividad de CAT es mas alta en todos los tejidos estudiados excepto en musculo.

Comparando los niveles de vitamina E entre ambas familias no se observan
claras diferencias salvo para aquellos valores que corresponden a musculo. El alto
contenido de vitamina E medido podria estar correlacionado con la alta densidad
del volumen de mitocondrias por volumen de fibra muscular de los canictidos,
dado que la vitamina E es responsable de la proteccion de los lipidos de
membrana frente a su peroxidacién. De manera coincidente el valor de TRAP (que
representa la capacidad antioxidante total asociada a moléculas hidrosolubles) es
también alto en el musculo de los canictidos. Esto esta probablemente relacionado
con la funcién del acido ascorbico (un compuesto hidrosoluble), que regenera la
capacidad antioxidante de la vitamina E.



Resumen

La caracteristica mas saliente del epitelio que recubre las laminillas
secundarias en las branquias de los peces de hielo es su borde externo ondeado,
caracteristica ausente en el epitelio branquial de los nototénidos.

Los valores de las distancias de difusion sangre-agua, medidas en las
branquias de las especies de los peces estudiados, se correlacionan
positivamente con el habito descripto para cada especie, sin importar a que familia
pertenecen.

Palabras clave: enzimas antioxidantes, antioxidantes no enzimaticos, peces
antarticos, Perciformes, Nototheniidae, Channichthyidae.






Abstract

Antarctic fishes have been isolated for over several million years in an
environment with very low and constant temperature and high oxygen
concentration. In such conditions the oxidative stress might have been an
important factor affecting their metabolic adaptive strategies. Activity of the
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GPx), vitamin E levels and total antioxidant capacity (TRAP) were
measured on liver, gill, heat and muscle homogenates of red-blooded
(Nototheniidae) and white-blooded (Channichthyidae) Antarctic fishes. SOD activity
was also measured in blood samples.

Gill SOD activity was 3-fold higher in channichthyids than in nototheniids
while CAT and GPx were significantly higher in the gills of nototheniids. The
increased SOD activity of channichthyids probably reflects the large PO, gradient
across their gills. The H>O, produced seems to be preferentially eliminated by
diffusion according to the low levels of CAT and GPx found in the gills of these
species. On the contrary blood SOD was about 5-fold higher in the nototheniids,
which possesses erythrocytes and thus a much higher oxygen carrying capacity.
CAT activity was always higher in nototheniids except in muscle.

On the other hand, vitamin E did not show clear differences between
families excepting for the pattern observed in muscle. The higher content of vitamin
E in this tissue shown by channichthyids is related to the higher volume density of
mitochondria reported for this group, since vitamin E is responsible for avoiding
membrane lipid peroxidation. Accordingly, TRAP (representative of hydrosoluble
antioxidant capacity) was also higher in muscle of channichthyids. This is probably
related to the role of the ascorbic acid (a hydrosoluble compound) in regenerating
vitamin E.

In icefish, the epithelium of the gill secondary lamellae shows a wavy
appearance, this characteristic is absent in nototheniids.

The diffusion distances of the gills of the studied fish showed a marked
relationship with the fish's ecotypes regardiess the family they belong to.
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Introduccién

La toxicidad del oxigeno
Inicialmente, la atmoésfera terrestre carecia de oxigeno. Los primeros

organismos vivientes fueron anaerobios y tenian a la luz como unica fuente de
energia para la subsistencia. Sin embargo, la fotblisis del agua dio lugar a la
generacion del oxigeno, el cual gradualmente fue alcanzando su proporcién actual
en la atmoésfera terrestre. Este hecho facilité primero la aparicion de organismos
aerobicos unicelulares, de naturaleza relativamente simple, y luego especies
pluricelulares mas complejas que utilizaban el oxigeno molecular en los procesos
de obtencién de energia.

El advenimiento de la vida aerébica signific6 una gran ventaja desde el
punto de vista evolutivo, ya que permiti6 el uso del oxigeno como oxidante
terminal para la combustion de los nutrientes organicos y, al mismo tiempo, la
restitucion de didéxido de carbono y agua, que son consumidos por organismos
fotosintéticos.

Desde entonces ha predominado la forma de respiracion que requiere
oxigeno, mucho mas eficiente para la obtencién de energia que la forma
anaeroébica. Sin embargo, a pesar de que el oxigeno es un requerimiento esencial
para la vida, los seres vivos son sensibles a los efectos dafinos que provocan
concentraciones de este gas mayores a las presentes normalmente en el aire.

El fenémeno de la toxicidad del oxigeno fue descripto en forma casi paralela
a su descubrimiento como componente quimico del aire. Lavoisier mostro
experimentalmente el efecto toxico de altas presiones de oxigeno en el pulmén de
distintos animales, mientras que Priestley remarc6 el peligro de respirar oxigeno
puro. Pero fue Paul Bert el que, en 1871, estableci6 las principales bases sobre la
toxicidad del oxigeno. En una serie de experimentos, Bert expuso distintos
animales, microorganismos y plantas a oxigeno hiperbarico y concluyé que todas
las formas de la materia viva son susceptibles a la toxicidad del oxigeno (Ernster,
1986).

Los mecanismos moleculares de la toxicidad del oxigeno fueron postulados
en 1954 por Rebeca Gershman y colaboradores, quienes mostraron la semejanza



Introduccién

entre los efectos producidos por irradiacién con rayos X y la exposicién al oxigeno
hiperbarico. A partir de estos resultados postularon la participacién de los
intermediarios de reduccion del oxigeno en ambos procesos.

Con el descubrimiento de la enzima superéxido dismutasa realizado por
McCord y Fridovich en 1969, la teoria de la toxicidad del oxigeno tomé fuerza, ya
que fue la primer enzima que se encontré6 que metabolizaba un radical libre del
oxigeno (el anién superéxido). Sobre estas ideas se establecieron las bases para
la investigacion del fenémeno de la toxicidad del oxigeno.

Definicion de radicales libr

Los radicales libres son especies quimicas capaces de existir en forma
independiente ( de alli el uso del término libre), que contienen un nimero impar de
electrones. El nimero impar de electrones se debe a la presencia de uno 0 mas
electrones desapareados en sus orbitales mas externos (un electrén desapareado
es aquel que ocupa un orbital atdbmico o molecular por si mismo). La presencia de
estos electrones les confiere caracter paramagnético, es decir, son atraidos
débilmente a campos magnéticos. Ademas, en la mayoria de los casos, el hecho
de poseer electrones desapareados hace que estas especies quimicas sean
altamente reactivas y posean una vida media corta (Pryor, 1976).

Los radicales libres en sistemas biolégicos pueden ser generados por
diversas vias metabélicas. La conversién de ciertas moléculas en radicales libres
puede ocurrir en el metabolismo tanto de compuestos endégenos como exégenos.
Los radicales libres mas relevantes para los sistemas biolégicos son los que se
encuentran centrados en el oxigeno. También cobran importancia los radicales
centrados en el azufre, nitrégeno y aquelios que se generan sobre los metales de
transicion (Halliwell y Gutteridge, 1999a).
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Especies activas del oxigeno

La molécula de oxigeno posee un nimero par de electrones. Sin embargo,
dos de ellos se encuentran desapareados y cada uno se ubica en un orbital
antienlazante n* diferente. Estos electrones tienen el mismo numero cuantico de
espin (es decir, poseen espines paralelos). Cuando la molécula de oxigeno posee
esta configuracion, se encuentra en su estado mas estable, llamado triplete basal.
Es por ello que si el oxigeno oxida a otro atomo o molécula, aceptando electrones
por parte de ella, éstos ultimos deben poseer un espin antiparalelo a los
electrones desapareados del oxigeno, de manera de entrar en el espacio vacante
de los orbitales antienlazantes n*. Este hecho impone una restriccion importante
en la oxidacion de moléculas por oxigeno, ya que hace que tienda a aceptar
transferencias electrénicas de a un electrén por vez.

Si el oxigeno molecular en su estado basal acepta un electrén, éste debe
entrar en uno de sus orbitales antienlazantes n* y el producto es el anién

superédxido (O27) que posee sélo un electrén desapareado. La aceptacién de otro

electrén da lugar a la formacién del ion per6xido (O2%) que no es un radical pues
no posee electrones desapareados (Figura 1). La adicion de otros dos electrones
hace que la unién de los dos atomos de oxigeno se rompa, generando dos
aniones 6xido (0%).

En general, en sistemas bioldgicos, ios productos de la reducciéon de dos y
cuatro electrones en el oxigeno son el per6xido de hidrégeno (H20.) y el agua
(H20), respectivamente. La unién O-O en el perdxido de hidrégeno es
relativamente débil por lo que se descompone facilmente dando lugar al radical
hidroxilo (OH’), otro radical producto de la reduccién parcial de la molécula de
oxigeno (Green y Hill, 1984).

11
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Figura 1. Configuracién de los electrones en el oxigeno en su estado fundamental y en
las especies activas del oxigeno (anién superoxido, peréxido de hidrégeno y oxigeno
singulete) (tomado de Halliwell y Gutteridge, 1999a).

En el siguiente esquema se resume todos los caminos de reduccién del O;
mencionados anteriormente (Winston GW, 1991):

&‘?{
RE

H,O0 <G==== HO +HO

12
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Los productos de la reducciébn parcial del oxigeno molecular. anién
super6xido, peroxido de hidrégeno y radical hidroxilo, junto con el oxigeno
singulete ('0y) - un estado excitado del oxigeno molecular -, conforman lo que se
denomina especies activas del oxigeno (EAO).

eneracion de especies activas del oxigen
El anién superéxido y el peréxido de hidrégeno son especies activas del
oxigeno producidas normaimente durante la reduccién biolégica del oxigeno por
diversos sistemas celulares y subcelulares. A continuacién se detallan los
diferentes sitios de produccién de ambos.

Fuente nion superoxi

En la mayoria de las células aerébicas, las fuentes de O, mas importantes
in vivo son las cadenas de transporte de electrones presentes en la mitocondria y
en el reticulo endoplasmatico. Mientras las citocromo oxidasas liberan radicales
del oxigeno casi no detectables, los electrones que son transportados pueden
transferirse directamente hacia el O, durante su pasaje entre algunos de los
componentes tempranos de la cadena mitocondrial. Esta pérdida (o escape)

genera O;". A niveles de O, fisiolégicos, se ha sugerido que aproximadamente del

1 al 3% del O, reducido en la mitocondria puede formar O,". Esta reducida tasa de

escape se debe probablemente a las bajas concentraciones de O
intramitocondrial y al ordenamiento de los transportadores en complejos, o que
facilita el movimiento de los electrones hacia el siguiente componente de la
cadena mas que su escape hacia el O,. El dafio en este orden podria favorecer la

pérdida de electrones y el incremento de la produccién de O;". Todavia se debate

sobre donde ocurre exactamente la pérdida de electrones, pues estan implicados
en este hecho tanto los citocromos tipo b, como los constituyentes del complejo 1 'y
la forma radical (semiubiquinona) de la coenzima Q (Turrens, 1997).

13
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En la cadena de electrones de las fracciones subcelulares que contienen
reticulo endoplasmatico, fracciones microsomales, se produce O, por una

transferencia de electrones lenta al oxigeno a través de las NADPH-citocromo Paso
y NADH-citocromo bs reductasas.

Diversas enzimas del tipo de las oxidasas, como la xantina oxidasa y la
aldehido oxidasa son fuentes adicionales de anién superéxido. La enzima xantina
oxidasa ha sido implicada como la fuente principal de anion superéxido
resposanble del daflo observado en ciclos de isquemia-reperfusion intestinal
(Omary otros, 1991).

Por otro lado, se ha descripto la generacién de O, durante fa reoxidacion

de flavinas y de algunas proteinas autoxidables como las ferredoxinas y
hemoproteinas (Fridovich, 1984).

Existen dos oxidasas presentes en fagocitos que producen tanto anion
superéxido como peréxido de hidrégeno, dependiendo del dador de protones

acoplado a la reaccién. La oxidasa que es mas afin por NADPH produce O,

mientras que la otra es altamente especifica para NADH y produce O;" y H20:.

Los radicales libres del oxigeno originados durante la transferencia de electrones
en la cadena respiratoria parecen estar generados por la enzima dependiente de
NAPDH (Forman y Thomas, 1986).

Fuentes de peréxi hidrégen
El peréxido de hidroégeno es generado directamente por reduccion divalente
del oxigeno o indirectamente por dismutacién del anién superéxido (reaccién 1).

0;” +2H" ——> H,0,+0; (1)

El peroxisoma es el sitio principal de generacién de peréxido de hidrégeno
de las células de mamiferos. Una gran parte de éste es degradado por la enzima

14
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catalasa dentro de la organela y sélo una fracciéon del total (20 - 60%) difunde
hacia el citosol (Boveris y otros, 1972).

La produccion de H20: por la reduccién directa a partir del oxigeno ocurre
durante el curso de reacciones catalizadas por una serie de oxidasas tales como
monoamino oxidasa, urato oxidasa, D-aminoacido oxidasa, glicolato oxidasa,
acetil-CoA oxidasa y otras enzimas de la oxidacion de los acidos grasos, la
mayoria de ellas localizadas dentro del peroxisoma (Boveris y Cadenas, 1997).

Considerando toda esta diversidad de fuentes celulares de especies activas
del oxigeno puede determinarse que entre un 2y 5§ % es la fraccién del oxigeno
total consumido por la célula que es reducida a anién superédxido y perdxido de
hidrégeno (Chance y col., 1979). Esto, sumado a la existencia de sistemas de

defensa especificos, determina que las concentraciones de H,0,, O;” y especies

derivadas se mantengan en valores muy bajos, estimados en el orden de 1 x 10™""

M para el anién superéxido y 1 x 107 M para el H,0, (Boveris y Cadenas, 1997).

Estrés oxidativo

En los sistemas biol6gicos se asocia al estrés oxidativo con un aumento en
la velocidad de generacibn de especies oxidantes o una disminucién en la
actividad de los sistemas de defensa, que da como resultado un aumento
sostenido de las concentraciones en estado estacionano de las especies reactivas
del oxigeno. Los radicales libres del oxigeno conducen, primero, a un dafio celular
reversible que, de persistir, puede denvar en un dafio irreversible e incluso la
muerte de la célula.

Como consecuencia de: un aumento en la concentracion de Oy el
metabolismo celular de ciertas toxinas (aloxano, paraquat, adriamicina); la
activacién de fagocitos; la injuria por radiacion; etc, se puede observar una

produccién aumentada de O, y H20, en células y tejidos (Halliwell y Gutteridge,

15
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1999b). Aunque ni el 02~ y H,0, son especies muy reactivas, ambas, son capaces

de producir dafio celular por inactivacién de enzimas especificas.

Es sabido que el H;0;, en presencia de sales de hierro, aumenta su
capacidad de oxidar compuestos organicos. Esta mezcla de sales de hierro y H20;
es también conocida como reactivo de Fenton, usuaimente utilizado como agente
hidroxilante. En 1934, Haber y Weiss, concluyeron que dicha capacidad oxidante
provenia de la formacién de radicales hidroxilo de acuerdo a las reacciones en
cadena que a continuacién se detallan (reacciones 2 a 6):

Fe?* + H,0; ————> Fe** + OH + HO' (2)
HO  + H,0, c——=H,0 + H" + 0, (3)
0"+ HO, ———=—"> 0, + OH + HO' (4)
Fe®* + H0,=————> Fe* + 2H"' + O;" (5)
Fe* + 07 ———"> Fe* + O, (6)

Reaccion n_cadena iniciad r intermediario lar ion del oxigen

Peroxidacién de lipidos

El radical HO  se combina con diferentes moléculas biolbégicas a

velocidades que dependen de su difusion. Dada su extrema reactividad y
brevisima vida media, reacciona en o cerca del lugar de su formacion con
moléculas sencillas (alcoholes, adenina, alanina, etc), con acidos nucleicos, con
proteinas y lipidos simples (con una constante de velocidad de 1 x 10° M™ s).
Como consecuencia, este radical, puede producir dafios en el ADN (en sus bases
y azucares, rompiendo la cadena), inactivacion de enzimas (generando cambios
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que conducen a la alteracién de su estructura primaria, secundaria y terciaria, asi
como también fragmentacion y aumento de la susceptibilidad a las enzimas
proteoliticas intracelulares) y procesos de peroxidacion lipidica (deterioro oxidativo
de lipidos poliinsaturados).

La peroxidacion de lipidos es un proceso de reacciones en cadena en la
que participan las especies reactivas del oxigeno. Estas reacciones en cadena
ocurren por mecanismos que se pueden agrupar en tres etapas principales:
iniciacién, propagacion y terminacion. En la etapa de iniciacién, se forman
radicales a partir de moleculas ordinarias. Luego, los radicales producidos en la
etapa de iniciacion atacan a otras moléculas con sus electrones apareados en las
etapas de propagacion, produciendo en cada ataque un nuevo radical. Finaimente,
las etapas en las que los radicales se eliminan se conocen como etapas de
terminacion (Atkins, 1991).

A continuacion se describe cada una de las etapas por separado:
Iniciacién

El primer paso de la cadena de lipoperoxidacién es el ataque de una
especie suficientemente reactiva como para sustraer un hidrégeno de un carbono
alilico (reaccion 7).

RH+ HO > R +HO0 ()

Otra forma de reaccion de iniciacién es aquella que tiene lugar entre
metales de transicién (como el hierro o el cobre) e hidroperéxidos (ROOH) ya que

el producto puede ser el radical hidroxilo (OH’), alcoxilo (RO) o peroxilo (ROO’)

(reacciones 8-10).

ROOH + H* + Fe?* ————= Fe* +ROH + OH" (8)
ROOH + Fe* —————_"> Fe* + OH + RO’ (9)
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ROOH + Fe?* ———= Fe* + H' + ROO' (10)

Los grupos carbonilos excitados pueden reaccionar con moléculas
organicas (RH) y de esa manera se generan radicales libres centrados en

carbono, capaces de iniciar una cadena de peroxidacion lipidica (reaccién 11).

RO'+RH ————="> ROH+R’ (11)

Propagacion

Cualquiera de la especies mencionadas en el punto anterior es 1o
suficientemente reactiva como para sustraer un atomo de hidrégeno de un grupo
metileno de un acido graso poliinsaturado. La remocién del atomo de hidrégeno se
ve facilitada por la presencia de un doble enlace en el acido graso, que debilita la
unién carbono - hidrégeno en el &tomo de carbono adyacente al doble enlace. El
radical libre centrado en carbono formado tiende a estabilizarse por un
reordenamiento molecular, dando lugar a la formacién de un dieno conjugado.

En condiciones aerbbicas, la reaccion mas probable de Ilos dienos
conjugados es su combinacién con oxigeno que, dado su caracter hidréfobo tiende
a concentrarse en el interior de las membranas lipidicas. El producto de esta

reaccién es el radical peroxilo, ROO’ (reaccién 12)

=CH +0, — = =CHOO' (12)

Los radicales peroxilo, por su parte, pueden sustraer un atomo de
hidrégeno de otro lipido, como se puede observar en la reacciéon 13.

=CHOO' + R =CH— ———=~ =CHOOH + R=C'— (13)
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De esta manera, tiene lugar una reaccion de propagacion, ya que el radical
carbono formado se combina con otra molécula para generar otro radical,
permitiendo que la cadena de peroxidacion lipidica contintue.

Terminacion

La etapa de terminacion incluye a todas aquellas reacciones en las que dos
radicales se combinan entre si, determinando la anulacién de dos centros activos
(reacciones 14-17).

2R ———— R-R (14)
R'+ ROO ———>= ROOR (15)

2RO0" ——>[ROOOOR] ———>RO+ROH+'0, (16)
2RO0' ——>[ROOOOR] ——>ROH + O, + RO*  (17)

Las dos ultimas reacciones (16 y 17), que representan la reaccion entre dos
radicales peroxilo, muestran la formacién de un producto intermediario tetréxido
inestable (Cadenas y col., 1994), que se descompone formando, entre ofros
productos, oxigeno singulete o una molécula con un grupo carbonilo excitado.

Tanto el oxigeno singulete como los grupos carbonilos excitados pueden
retornar a su estado fundamental emitiendo luz que se encuentra en el rango
visible del espectro, como se indica en las ecuaciones 18 a 20.

2'0, —> 23%0,+hv (634-703 nm) (18)
0, ——> 30;+hv (1270 nm) (19)
RO* ———r~. RO+hv (420460 nm) (20)
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Consecuencias de la peroxidacion lipidica
Las membranas biolégicas (plasmatica, de reticulo endoplasmatico,

mitocondrial, etc), contienen grandes cantidades de acidos grasos poliinsaturados
que son muy susceptibles de rupturas peroxidativas inducidas por radicales libres.
Los efectos de los procesos de peroxidacion de los llpidos de membrana son
diversos y se manifiestan como alteraciones en las principales propiedades de las
membranas. Se pueden observar cambios en la permeabilidad, viscosidad, y en
las transiciones de fase de la bicapa lipidica. Se pueden producir modificaciones
en las interacciones lipido - proteina de los distintos componentes de membrana.
También puede ocurrir pérdida de la actividad enzimatica de los sistemas que se
encuentran insertos en las membranas (Farber, 1994).

istema fen ntioxidan

En la célula existen sistemas de defensa especificos encargados de
metabolizar las especies activas del oxigeno. Son denominados sistemas de
defensa antioxidante y se dividen en dos grupos: defensas antioxidantes
enzimaticas y sistemas de defensa antioxidante no enzimaticos, que a su vez se
agrupan en hidrosolubles y liposolubles.

Defensas antioxidantes enzimaticas
Las defensas antioxidantes enzimaticas incluyen a las enzimas

denominadas antioxidantes y agrupan a la superéxido dismutasa, la catalasa y la
glutatién peroxidasa.

eroxido dism SOD
La superéxido dismutasa es una enzima que cataliza la dismutacién del
anién superdxido a perdxido de hidrégeno y oxigeno molecular de acuerdo a la
siguiente reaccion:
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20; +2H" ———"> H,0,+ 0, (21)

La constante de velocidad de la reaccién es de k = 2 x 10° M s™. Este
valor se encuentra en el limite difusional, lo que significa que la velocidad de
reaccion queda determinada por la velocidad de difusion de los reactivos a través
del medio. La enzima tiene un comportamiento no Michaeliano y no es saturable
por sustrato, caracteristicas debidas a que la reaccién catalizada involucra dos
etapas en las que dos moléculas del mismo sustrato reaccionan con las formas
reducida y oxidada de la enzima (McCord y Fridovich, 1969).

La superdxido dismutasa presenta dos formas en células eucandéticas: la
CuZn-superdxido dismutasa y la Mn-superoxido dismutasa. La primera se halla en
el citosol y tiene un peso molecular relativo de aproximadamente 32.000. Esta
formada por dos subunidades proteicas, cada una de las cuales posee un atomo
de cobre y un atomo de zinc en su sitio activo y es inhibible por cianuro. La
segunda, situada en la mitocondria, posee un peso molecular relativo de 40.000 y
esta compuesta por cuatro subunidades y un atomo de manganeso por subunidad.
Esta forma de la enzima no es sensible al cianuro (Beauchamp y Fridovich, 1973).

Catalasa (CAT)

La catalasa es una hemoproteina que estd compuesta por cuatro
subunidades, cada una de las cuales contiene un grupo hemo (Fe (lif)-
protoporfirina) unido a su sitio activo. Su peso molecular relativo es de 240.000 y
su ubicacion subcelular es, principalmente, en los peroxisomas.

Esta enzima posee una actividad de peroxidasa especifica para el peroxido
de hidrégeno, que puede actuar simultaneamente como hidroperoxido y como
dador de hidrégeno de acuerdo al siguiente mecanismo de reaccion (reacciones
22 y 23):

k1
catalasa-Fe(lll) + H,0, ——— Compuesto | + H.0 (22)
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k2
Compuesto | + H;0, ———~ catalasa-Fe(lll) + 2H.0 + O,  (23)

Las constantes de velocidad de estas reacciones (determinadas para
higado de rata) tienen un valor de ks =1.7x 10’ M s y de k, =2.6 x 10" M''s™,
respectivamente. Como en el caso de la superéxido dismutasa, la reaccién sigue
una cinética no Michaeliana y no es saturable en las concentraciones usuales de
peréxido de hidrégeno observadas en sistemas biol6gicos. Esto es debido a que
dos moléculas del mismo sustrato reaccionan secuencialmente con las formas
libres y complejadas de la enzima (Chance y otros, 1979).

Glutation peroxidasa (GPx)

La glutation peroxidasa cataliza la reaccion de hidroperéxidos con glutation
reducido (GSH) para formar glutation oxidado (GSSG) y el producto de reduccion
del hidroperéxido usando como dador de electrones al NADPH (reaccion 24 y 25).

ROOH + 2GSH ™= ROH + GSSG + H,0 (24)
GSSG + NADPH + HY ———C"> 2GSH + NADP* (25)

La enzima es especifica para su donante de hidrogeno, el glutatién, y no
especifica para el hidroper6xido. La faita de especificidad hacia el hidroperéxido
extiende el rango de sustratos desde el per6xido de hidrégeno hasta
hidroperédxidos organicos, entre {os cuales los hidroperéxidos de los acidos grasos
de varias estructuras son de particular interés. Posee dos isoformas: una que
posee selenio en su sitio activo y otra que no presenta a este elemento en el sitio
activo. La glutatibn peroxidasa selenio dependiente posee un peso molecular
relativo de 76.000 y estd compuesta por cuatro subunidades (con una atomo de
selenio por subunidad). La giutation peroxidasa independiente de selenio presenta
dos subunidades y un peso molecular relativo de 46.000 (Flohé y otros, 1973).
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La distribucion subcelular de la enzima es complementaria a la de la
catalasa; dos tercios de la enzima se encuentran en el citosol y un tercio en la
mitocondria.

istem ntioxidantes no enzimaticos hidrosolubl
Entre los sistemas antioxidantes no enzimaticos hidrosolubles mas
importantes puede mencionarse al glutatiéon, el acido ascérbico y el acido arico.

Glutatién (GSH)

El glutation es un tripéptido formado por los aminoacidos: acido y-glutamico,
cisteina y glicina. Se encuentra en concentraciones altas en las células de
mamiferos (en el orden de 1 a 5 mM) y esto hace que sea el tiol no proteico mas
importante en tejidos animales. Participa en una gran cantidad de funciones
celulares que derivan de la capacidad que posee esta molécula de mantener los
grupos tioles proteicos en estado reducido.

El glutatién, ademéas de ser dador de hidrégenos para la glutatién
peroxidasa, tiene funciones antioxidantes por si mismo ya que podria reaccionar
en forma directa con especies activas del oxigeno. Se ha descripto la reaccion del
GSH con el anién super6xido, con el radical hidroxilo y con el oxigeno singulete
(reacciones 26-28)

GSH + O;” + H' ———> GS" + H,0, (26)
GSH + OH' =——>> GS" +H,0 (27)
GSH + '0, =——> Acido cisteico (28)
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El radical formado en las reacciones 26 y 27 puede, luego, formar un
dimero (reaccién 29) o reaccionar con oxigeno de acuerdo a lo que se muestra en
la reacciéon 30 (Cadenas, 1989):

2GS’ ———=> GSSG (29)
2GS + O, —> GSOy (30)

Acido ascérbico
El acido ascérbico es un excelente agente reductor. La donacién de un

electron por parte del acido ascorbico dad como resultado el radical
semihidroascorbato o ascorbilo (Asc”), el cual puede ser oxidado para dar acido
dehidroascorbico (DHA) (reaccién 31). El radical ascorbilo posee un electrén
desapareado altamente deslocalizado en su orbital = y esto hace que sea una
molécula relativamente estable poco reactiva.

- -H' €
AscH c——————>As¢’ t———— DHA (31)

Acido ascérbico Radical ascorbilo Acido dehidroascérbico

La pobre reactividad del ascorbilo es la esencia de muchos de los efectos
antioxidantes del acido ascérbico: los radicales libres interactian con el acido
ascoérbico y se forma una buena cantidad del radical ascorbilo, que sufre una
reaccién desproporcionada regenerando algo del Aacido ascoérbico. Entre las
multiples funciones del acido ascorbico como antioxidante, se puede mencionar la
propiedad de reaccionar en forma directa con especies activas del oxigeno tales
como el anion superéxido, el radical hidroxilo, el radical peroxilo y el oxigeno
singulete (Haliwell y Gutteridge, 1990). También, debe sumarse a este hecho la
capacidad que posee esta molécula de regenerar a-tocoferol por reaccién con los

radicales a-tocoferilo (Packer y otros, 1979).
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Acido urico

En los tejidos animales, el acido urico es producido por la oxidacién de la
xantina y la hipoxantina catalizada por las enzimas xantina oxidasa y xantina
deshidrogenasa. En la mayoria de las especies, otra enzima, la urato oxidasa,
convierte el acido urico en alantoina. Sin embargo, los tejidos humanos y de otros
primates superiores carecen de urato oxidasa. Por lo tanto, el acido urico se
acumula en los fluidos del cuerpo en concentraciones que se encuentran en el
rango de 0,2 a 0,4 mM. A pH fisiolégico casi todo el acido Urico se encuentra
ionizado a urato, llevando una carga negativa (Halliwell, 1996).

Se ha postulado que el acido urico puede actuar como antioxidante por
diversos mecanismos:. por su capacidad de unir iones hierro y cobre, como

atrapador directo de radical hidroxilo (OH’), radical peroxilo (ROO") (reaccién 32) y

oxigeno singulete ('O2) o como inhibidor de la cadena de peroxidacion lipidica
(Halliwell B. y Gutteridge J., 1999c).

UrHz + ROO’ (u OH) ———~> ROOH (0 Hz0) + UrH™ +H" (32)

Algunos productos de la reaccion del acido Urico con algunas especies
oxidantes pueden dar lugar a radicales del urato, que son capaces de generar
dafo. Sin embargo, estos radicales del urato pueden ser reducidos por la vitamina
C, mostrando otro aspecto de las mditiples funciones antioxidantes del acido
ascorbico (Maples y Mason, 1988).

Vitamina C UH ROO'
Vitamina C’ UrH, ROOH

25



Introduccién

Sistemas antioxidantes no enzimaticos liposolubles
Los sistemas antioxidantes no enzimaticos liposolubles mas importantes en

sistemas biolégicos son la coenzima Q, los carotenoides y la vitamina E.

oenzim biquinon
La coenzima Q cumple una funcion esencial en la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, experimentando simultaneas oxidaciones y reducciones

via el radical libre intermediario semiubiquinona (CoQH’). La coenzima Q también
se halla en otras membranas celulares y lipoproteinas. /n vitro, el ubiquinol
(CoQHz) puede atrapar radicales RO;" e inhibir la cadena de peroxidacién lipidica

actuando como dador de hidrégeno para reducir radicales peroxilo, alquilo o
alcoxilo (reaccién 33)

CoQH; + ROO’ (R'; RO)) ———>CoQH" + ROOH (RH; ROH) (33)

Un mecanismo alternativo sugiere una interaccién entre el ubiquinol y la
vitamina E, ésta en su forma de radical (radical tocoferilo), resultando en un
reciclado del a-tocoferol via la coenzima Q (reaccién 34) (Halliwell B. y Gutteridge
J., 1999¢)

CoQH,+ T T CoQH +TH (34)

Carotenoides

El término carotenoide designa a una familia de compuestos (hay descriptos
mas de 500) que tienen como caracteristica comun el ser moléculas de cadena
larga que poseen 40 atomos de carbono y un extenso sistema de dobles enlaces
conjugados. Los carotenoides incluyen compuestos tales como -caroteno,
licopeno, luteina y cantaxantina, entre otros.
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El mecanismo de accién primario por el cual los carotenoides ejercerian su
accion antioxidante seria por su capacidad de inactivar al oxigeno singulete. Sin
embargo, a esta accibn debe agregarse la propiedad de estas sustancias de
reaccionar directamente con otras especies activas del oxigeno tales como
radicales peroxilo, de esta manera inhibiendo la cadena de peroxidacién lipidica
(Krinsky, 1989).

Vitamina E

Vitamina E es un término genérico que se utiliza para denominar a todas las
especies quimicas que exhiben actividad biolégica de a-tocoferol. De distintas
fuentes naturales se han aislado ocho sustancias con actividad de vitamina E: d-a-
, d-B-, d-y- y d-3-tocoferol; d-a-, d-B-, d-y- y d-8-tocotrienol. Los derivados acetato y
succinato de los tocoferoles naturales tienen actividad de vitamina E, como asi
también los tocoferoles sintéticos y sus derivados.

El! conjunto de estas especies quimicas posee una estructura compuesta
por un anillo cromandlico y una cadena lateral en la posicién 2. Los tocoferoles
tienen una cadena lateral 4',8',12'-trimetildecilo, llamada cadena lateral fitilo (los
tocotrienoles presentan una cadena lateral similar con tres dobles enlaces en las
posiciones 3', 7’y 11°). Los «, B, v, y & tocoferoles se diferencian entre si por el
nimero y posicién de los grupos metilo que forman parte del anillo cromandlico.
Todo este grupo de compuestos presenta tres carbonos asimétricos (en la
posicién 2 del anillo y en las 4'y 8' de la cadena lateral) por lo que existen ocho
isémeros Opticos de la molécula. De todos los isbmeros y analogos, el RRR-a-
tocoferol es el que muestra la actividad biolégica més alta y ademas es al mas
abundante en plasma vy tejidos.

La actividad biolégica de la vitamina E se expresa en Unidades
Internacionales (U!). Una unidad internacional es equivalente a 1 mg de acetato de
rac-a-tocoferol.
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El a-tocoferol es practicamente insoluble en agua pero es muy soluble en
aceites, acetona, alcohol, cloroformo, benceno y otros solventes organicos. En
ausencia de oxigeno, es estable al calor, en solucién alcalina y no se degrada en
solucién acida hasta temperaturas de 100 °C. Sin embargo, los tocoferoles se
oxidan muy lentamente en presencia de oxigeno atmosférico y la oxidacién puede
ser acelerada por exposicién a la luz, al calor y por presencia de sales de cobre y
hierro. Los productos de oxidacién incluyen al tocoferéxido, la tocoferil quinona y la
tocoferil hidrogquinona, asi como dimeros y trimeros. Los ésteres del grupo
hidroxilo cromandlico son mucho mas estables en presencia de oxigeno. Es por
esta razén que el tocoferol que se provee comerciaimente es el acetato de a-
tocoferol (Machlin, 1984).

El a-tocoferol, por su naturaleza lipofilica, se localiza en la regién no polar
de membranas biolégicas y lipoproteinas. Se asume que esta molécula se ubica
dentro de la bicapa lipidica con el anillo cromandlico orientado hacia la regién
hidrosoluble de la superficie de la membrana y la cola lateral fitilo sumergida en la
region no polar de la misma. Se ha sugerido que esta estructura molecular permite
las interacciones fisicoquimicas altamente especificas que tienen lugar entre su
cadena fitilo y algunas de las cadenas de los fosfolipidos de membrana. La unién
que se establece a través de la cadena no polar en la regién hidrofébica de la
membrana produce un “anciaje” de la molécula dentro de la bicapa e inhibe el
intercambio de a-tocoferol entre membranas en ausencia de otros factores que
puedan mediar en el proceso (Diplock, 1983).
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El a-tocoferol (TH) actia como antioxidante principalmente por su accién
atrapadora de radicales libres. Posee la capacidad de reaccionar con radicales
alquilo (R), peroxilo (ROO) y alcoxilo (RO), cediendo un hidrégeno labil de
acuerdo a la reaccién 35:

ROO' (R; RO’) + TH ————">ROOH (RH; ROH) + T*  (35)

De esta manera inhibe la propagacién de las reacciones en cadena de
peroxidacion lipidica en sistemas in vitro e in vivo (Burton e Ingold, 1981). Es
importante mencionar el hecho que la distribucién de a-tocoferol en tejidos y
fluidos biolégicos muestra una correspondencia estrecha tanto con la
concentracién de acidos grasos poliinsaturados como con la concentracién de
oxigeno a la que estan expuestos, l0 que indicaria que las concentraciones de
este antioxidante son mayores en los sitios en los que la peroxidacion lipidica esta
favorecida (Kornburst y Mavis, 1980, Burton y otros, 1983).

Con respecto al mecanismo por el cual el a-tocoferol inhibe los procesos de
peroxidacién lipidica, se acepta que el a-tocoferol actia principalmente cediendo
el atomo de hidrégeno perteneciente al grupo hidroxilo fenélico de acuerdo a la
siguiente reaccién:

ROO" + T-OH —————= ROOH+T-O" (36)
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El Océano Austral
El Océano Austral es una enorme expansién de agua de mar helada que

rodea a la Antartida. Puede imaginarse como la unién de los extremos Sur del
Pacifico, Atlantico e Indico formando un anillo alrededor de la Antartida y se
extiende hacia el norte hasta la Convergencia Subtropical. Considerando estos
limites, las aguas costeras del extremo Sur de Sudamérica y la isla Sur de Nueva
Zelanda quedan incluidas en el Océano Austral.

E! Océano Austral es una regién biogeografica inusual dado que posee un
limite muy bien definido conocido como el Frente Polar o Convergencia Antartica
(Figura 2). Este fenémeno se produce por una discontinuidad relativamente
abrupta de las temperaturas de superficie entre las aguas que provienen de
Antartida hacia el Norte (3-4 °C en verano) y las frio templadas del Norte que van
hacia el Sur (6-8 °C). La porcién del Océano Austral situada entre el continente
antartico y el Frente Polar abarca 35 millones de km? (aproximadamente el 10%
de los océanos del mundo). Este es el habitat de los peces antarticos actuales,
una fauna marina exclusiva.

La historia de la vida sobre la Tierra ha mostrado que las condiciones
climaticas nunca han sido estables. Durante los ultimos §5 millones de afios, la
evolucién de la fauna icticola ha tenido lugar en el Océano Austral acompafando
la reduccién en temperatura desde 20 °C hasta los extremos de frio polar
observados en la actualidad (-1.86 °C) (Clarke y Johnston, 1996). A través de la
historia evolutiva se ha observado que la respuesta natural de los organismos a
cambios climaticos lentos consistié en desarrollar un cambio paralelo en rangos de
distribucién geografica. Sin embargo, para una fauna constituida esencialmente
por peces de aguas poco profundas, aislados por amplias extensiones de agua de
mar profunda, tal cambio en su distribucién estd geograficamente limitado.
Siguiendo el paulatino aislamiento de la Antartida, la fauna de aguas poco
profundas existente fue forzada a adaptarse al cambio climatico o extinguirse.
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Figura 2. Mapa del Océano Austral donde se muestra la zona que abarca la
Convergencia Antartica (tomado de Eastman, 1993)

Aunque el aislamiento y las bajas temperaturas han jugado un papel
preponderante en la evolucibn de los peces actuales, también han tenido gran
importancia otros factores como la pérdida de habitat y los ciclos climaticos. Las
aguas del Océano Austral, que exhiben poca variabilidad en temperatura, se
caracterizan por una notable dependencia de la productividad primaria ligada a los
cambios estacionales (Clarke,1988). La baja temperatura puede facilitar la
supervivencia de estadios larvales en los peces bajo estas condiciones, pero
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también ejerce limitaciones en las tasas de los procesos metabdlicos a través de
la restriccion del modo de vida que pueda ser adoptado.

Es sorprendente la escasa diversidad presente en los peces antérticos que
habitan el Océano Austral, sin embargo, tal hecho se contrapone con la riqueza y
diversidad de muchos taxa de invertebrados. La riqueza de la fauna esta
relacionada con la diversidad de habitats disponibles. La relativamente baja
diversidad de especies de la fauna icticola del Océano Austral puede ser explicada
en parte por la reduccibn o ausencia de habitats tradicionalmente ricos en
especies de peces. Casi no hay estuarios y la existencia de areas sublitorales de
aguas poco profundas es rara excepto en el area de la Peninsula Antartica.

Una reciente recopilacién de las especies de peces bénticos, realizada
desde el continente hasta la zona de la Convergencia Antartica, muestra el
predominio numérico del suborden Notothenioidei, por ejemplo, de las 174
especies de peces bénticos o demersales conocidos del Océano Austral, no
menos de 95 (55%) son nototenoideos. Ningtn otro ecosistema oceanico presenta
el dominio tan marcado de un solo grupo taxonémico de peces. Queda claro, tanto
a partir de las evidencias moleculares como de los cladogramas, que los
nototenoideos han sufrido una marcada radiacién adaptativa en las aguas poco
profundas que rodean a la Antartida. Sin embargo, muchas especies siguen
conservando su habito béntico o demersal, reflejando el modo de vida béntico de
sus ancestros. En los taxa ancestrales, la pérdida de la vejiga natatoria funcional
ha ejercido significativas limitaciones sobre los subsecuentes procesos de
radiacién. Esto significa que aquellas especies que penetraron en la mitad de la
columna de agua abandonando el fondo marino, debieron desarrollar otros
cambios para ajustar su flotabilidad (reduccién del nimero de escamas, reduccién
de la osificacién del esqueleto y acumulacién de lipidos en extensos depésitos),
haciendo que la existencia en este nuevo habitat fuera energéticamente posible.
Se ha estimado que casi la mitad de los nototenoideos vivientes se han movido
hacia nichos ecolbgicos no bénticos convirtiéndose en epibénticos, pelagicos,
semipelagicos y criopelagicos (Eastman, 1993).
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En los peces antarticos, los cambios evolutivos que han ocurrido a escala
molecular en muchas proteinas enzimaticas y estructurales, permitieron sostener
actividades metabélicas comparables a aquellas observadas en peces de aguas
templadas (Somero y otros, 1998; Detrich lll, 1998). Del mismo modo se ha
descrito que los lipidos juegan un importante papel tanto en la flotabilidad neutra
(Eastman,1993) como en el aporte de combustible para el metabolismo (Crockett y
Sidell, 1990). En este ultimo caso, en estudios de selectividad por el sustrato
hechos en musculo cardiaco y pectoral, se ha determinado que el metabolismo de
los peces antarticos muestra una marcada preferencia por el uso de acidos grasos
poliinsaturados como combustible (Sidell,1991; Crockett y Sidell, 1993).

En todos los miembros de la familia Channichthyidae, conocidos como
peces de hielo, la pérdida de eritrocitos funcionales ha sido el cambio evolutivo
mas sorprendente. Como parte de la tendencia evolutiva general de los peces de
aguas heladas, el decremento en el hematocrito y en la concentracion de
hemoglobina (tlpico de todos los nototenoideos), esta asociado a una baja
demanda metabélica y a una alta solubilidad del oxigeno en agua de mar y en
plasma (Eastman, 1993). Sin embargo, solo en los peces de hielo esta tendencia
llega al extremo de haber perdido todos sus pigmentos respiratorios.

El agua de mar saturada a 0 °C contiene hasta 1.6 veces mas oxigeno que
a 20 °C, aunque esta relacién puede variar con el pH, la turbulencia y la demanda
biolégica de oxigeno (Clarke, 1983). La formacién de radicales libres podria
tornarse sencilla en presencia de altas concentraciones de oxigeno disuelto en
agua de mar helada (Dirks et al., 1982). Es de esperar, entonces, que los peces
antarticos posean un sistema de defensa antioxidante efectivo adaptado a las
condiciones ambientales extremas que les permita contrarrestar a las especies
activas del oxigeno y sus derivados.
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Anexo 1

rigen del orden Notothenigidei

Los nototenoideos (orden Perciformes) son el grupo dominante en la fauna
antartica comprendiendo 95 de las 274 especies de peces antarticos, lo que
constituye el 34,7 % del total. Esta dominancia se hace mas evidente si sélo se
consideran las especies bentonicas, constituyendo los nototénidos en este caso
alrededor del 54 % de las especies (Eastman, 1993). Sin embargo, esta
importante proporcién de especies pertenecientes al Suborden no da una idea
exacta de la importancia ecolégica del mismo, la que se hace mas evidente tanto
en el numero de individuos como en la biomasa de nototénidos presentes en
aguas de la plataforma marina antartica. El origen de este conjunto altamente
endémico de las aguas antarticas no ha podido establecerse con certeza, ya que
hasta el presente no se han encontrado registros fésiles posteriores al Eoceno
(Clarke y Johnston, 1996). Desde hace décadas, la hip6tesis mas aceptada es que
han evolucionado in situ en las aguas someras que rodean al continente antartico
mediante una adaptacién gradual al enfriamiento del Océano Austral durante el
Terciario (Reagan, 1914; Norman, 1937, De Witt, 1971). Estos peces habrian
evolucionado a partir de un stock de Perciformes, probablemente demersales, en
un periodo comprendido entre los 25 y 5 millones de afos antes de la actualidad
(Clarke y Johnston, 1996). Hace aproximadamente 25 millones de afios se produjo
la apertura del pasaje de Drake, 1o que permiti6 el establecimiento de una
corriente circumpolar, que rodea al continente antartico y separa masas de agua
con distintas caracteristicas, especialmente en cuanto a la temperatura (Eastman
y Grande, 1989). E! establecimiento de esta corriente, llamada Convergencia
Antértica, produjo una zona de cambio brusco de la temperatura del agua (3-4 °C
en aguas antarticas y 6-8 °C en aguas subantarticas, restringiendo el intercambio
de la ictiofauna entre ambas (Clarke y Johnston, 1996). Este aislamiento podria
ser el responsable de la baja diversidad especifica hallada en aguas antarticas
cuando se la compara con la diversidad de! Artico (Eastman, 1993). La
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Convergencia Antartica constituye una barrera para los organismos pelagicos,
mientras que los organismos benténicos tienen sus distribuciones restringidas por
las profundas cuencas marinas que también actuarian como una barrera natural
contra la dispersion (Ekau, 1991). Las especies conflnadas a vivir en la zona
interior a la Convergencia Antartica experimentan condiciones ambientales muy
extremas: una gran estacionalidad, tanto en la iluminacibn como en la
productividad primaria, y temperaturas cercanas al punto de congelacién. No
obstante, han tenido la posibilidad de desarrollar adaptaciones muy especializadas
para enfrentar estas condiciones adversas en el curso de la evolucién, ya que
dentro de la Convergencia las condiciones ambientales son muy predecibles
desde el momento de su establecimiento.

E! enfriamiento del Océano Austral durante los uUltimos 100 millones de
afos, sin embargo, no habria sido un episodio Unico y continuo. Se han
identificado una sucesién de 10 episodios de enfriamiento - calentamiento durante
los ultimos 65 millones de afios (Cenozoico) (Clarke y Crame, 1992). Este hallazgo
permiti6 generar hipétesis sobre la existencia de periodos con un intercambio
significativo de especies de altas y bajas latitudes, o que actualmente se ha
comenzado ha corroborar a través del registro fésil (Crame, 1993). Aln mas
sorprendente es que, a medida que progresan los estudios taxonémicos de la
paleofauna antartica, se hace evidente que una gran variedad de taxa tiene una
contraparte en el hemisferio norte. Existe evidencia incluso de que especies de
ciertos géneros de moluscos han alcanzado una distribucién bipolar en el pasado
reciente (hace airededor de 3 millones de afos) (Crame, 1993). Resumiendo, a
pesar de la existencia actual de una verdadera barrera en la dispersion de los
organismos constituida por la Convergencia Antartica, los registros de las
paleotemperaturas indican que alrededor del 96 % del tiempo de la era Cenozoica
la diferencia de temperatura existente entre las aguas superficiales antarticas y
subantarticas fue menor a la que se registra en la actualidad (Crame, 1993), con lo
que la evolucién de los organismos antarticos puede haberse dado con un menor
grado de aislamiento del que antes se pensaba.
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Taxonomia

Actualmente la taxonomia de los nototenoideos estd siendo revisada en
forma exhaustiva (Andersen, 1984, Balushkin, 1990, 1991; Lecointre y otros, 1997,
Ritchie y otros, 1997). A pesar de las muy variadas aproximaciones que se
plantean a este problema, que incluyen desde caracteres morfol6gicos hasta
técnicas sofisticadas a nivel molecular, no se ha encontrado hasta el presente
alguna que sustente una filogenia de amplia aplicacién. La construccién de arboles
filogenéticos basados en ADN no ha podido resolver las relaciones de las familias
en ausencia de grupos externos con algun parentesco (Lecointre y otros, 1997,
Ritchie y otros, 1997) (Figura 3).

En una serie relevante de estudios evolutivos se ha investigado al suborden
Notothenioidei por su marcado endemismo, sus adaptaciones fisiolégicas y su
dominancia en el ambiente marino antartico (Eastman y Grande,1989; Eastman,
1993; Clarke y Johnston, 1996). Este grupo representa, ademas, un importante
recurso econdémico ya que varias especies han sido objeto de intensa explotacién
pesquera, como por ejemplo: la trama gris (Notothenia squamifrons), la trama
jaspeada (Notothenia rossii), el draco rayado (Champsocephalus gunnar) vy,
recientemente, la merluza negra (Dissostichus eleginoides) (Kock, 1992; Kameya
y Lleellish, 1999).

Bovichtidae Nototheniidae Harpagiferidae Artedidraconidae Bathydraconidae Channichthyidae

Notothenioidei
Figura 3. Cladograma donde se muestran las hipotéticas relaciones entre las familias del
suborden Notothenioidei (Pisces, Perciformes) (tomado de Eastman,1993).
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El grupo se separa del resto de los perciformes por una combinacién de

caracteristicas morfolégicas que le son propias:

¢ Una nanna a cada lado de la cabeza.

o Aletas sin espinas punzantes.

e Ausencia de vejiga natatoria.

e Tres radios pectorales planos.

o Costillas pleurales ausentes o pobremente desarrolladas y flotantes.

o Presencia de 2 o 3 lineas laterales, ocasionalmente una.

o Aletas pélvicas de posicion yugular.

o Generalmente menos de 15 radios principales en la aleta caudal.

Descripcidn de las famili nalizadas un W. Fischer y J.C. Hureau (1985

Familia Nototheniidae
Nombres comunes. Bacalaos 0 abadejos de las rocas (Antarticos o Australes).
Dientudos. Noties

Son peces de tamafio pequeito a muy grande (los del género Dissostichus
llegan hasta los 200 cm de largo). El cuerpo es de forma algo elongada. La cabeza
es grande y poco o muy deprimida. Los ojos son grandes, a veces vueltos hacia
arriba. El hocico es moderado. La boca es protractil, situada en forma oblicua. La
mandibula baja es mas larga que la alta, con la maxila llegando hasta casi por
debajo de los ojos. Los dientes, presentes en las dos mandibulas, son villiformes o
cardiformes. A veces con algunos dientes fuertes tipo canino, ordenados en una o
dos hileras. Paladar sin dientes. Opérculo y preopérculo sin espinas. El opérculo,
con un margen que se protruye hacia el borde superior de la base de la aleta
pectoral. Las membranas branquiales forman un pliegue a través del istmo; 6 0 7
rayos branquiostegales. Los raks branquiales son generaimente cortos y no
numerosos. Poseen dos aletas dorsales, la primera con una base corta y espinas
flexibles, bien separada de la segunda aleta, que no posee espinas y es muy
larga. La aleta anal es muy larga y sin espinas (de manera ocasional aparece una
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sola espina). Las aletas pectorales son anchas y de tipo abanico. Las aletas
pélvicas son fuertes y de posicion yugular. La aleta caudal tiene forma usuaimente
redondeada, a veces trunca o de horquilla. El cuerpo esta totalmente cubierto por
escamas salvo algunas partes de la cabeza que pueden no tenerlas. Las escamas
son del tipo ctenoide (asperas al tacto) o cicloides (suaves), generalmente
cubiertas por una gruesa capa de moco. Hay presentes de 1 a 3 lineas laterales,
generalmente 2, cubiertas 0 no por escamas tubulares. Los cercos pectorales
tienen todos sus radios sobre el coracoides. El esqueleto caudal posee 5 huesos
hipurales y 3 epurales, que pueden estar fusionados entre si en mayor 0 menor
medida de acuerdo al género.

Color: son generalmente grises con parches oscuros o negros; algunas
especies poseen un patrén tipico con varios colores brillantes: amarillo, rojo, azul y
verde.

La distribucion de esta familia de peces netamente marinos es muy amplia
en altas latitudes del Hemisferio Sur. Forma el mayor ensamble de los peces
antarticos (49 especies) y es la mas diversa en relacion con la estructura, habitat y
distribucion.

Familia Channichthyidae.

Nombres comunes: Peces de hielo.

Son peces de tamaiio pequeilo a moderadamente grandes. El cuerpo es
siempre elongado vy fusiforme. La cabeza es muy grande y ancha, fuertemente
deprimida de forma dorsoventral. La estructura 6sea es generalmente visible a
través de la piel de la cabeza. Los 0jos son grandes. La boca es grande, terminal,
no protracti. La madibula rara vez se protruye. La maxila llega hasta la zona
ubicada por debajo de la mitad del ojo. Los dientes son del tipo cardiforme en
ambas mandibulas, a veces alargados. El palatino es ligamentoso. El opérculo
generalmente presenta lomas en forma de radios que terminan en varias espinas.
Las membranas branquiales son muy estrechas unidas al istmo o formando un
pliegue a través de él. Poseen 6 rayos branquiostegales, rara vez 5 o0 7. Los raks
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branquiales son vestigiales, cortos o desarrollados como nudos dentiferos o
parches. Poseen dos aletas dorsales, la primera con base corta o larga y con
espinas generalmente flexibles y largas, bien separada de la segunda aleta dorsal
que posee una base muy larga y no posee espinas. La aleta anal es muy larga y
sin espinas. Las aletas pectorales son anchas y de tipo abanico. Las aletas
pélvicas son fuertes y en posicién yugular, con rayos muy largos en algunas
especies, con y sin espinas. La aleta caudal tiene forma redondeada, trunca o
emarginada. El cuerpo no tiene escamas. Hay presentes 2 o 3 lineas laterales, a
veces cubiertas por laminas 0seas o escamas tubulares. El esqueleto caudal
posee: los huesos hipurales 1 y 2 fusionados en una lamina ancha; los huesos
hipurales 3, 4 y 5 fusionados entre si y con un centro vertebral ural. Los huesos
epurales 2 y 3 estan siempre fusionados.

Los Channichthyidae son organismos unicos entre todos los peces, de
hecho, entre todos los vertebrados por su pérdida completa (o casi) de
hemoglobina en sus células sanguineas, 1o que resulta en una sangre de aspecto
transparente o casi blancuzca.

Color: son generalmente blancuzcos con numerosas manchas o bandas
negras, algunas especies pueden tener color rojo brillante.

Todos los peces de hielo son estrictamente marinos y estan confinados
(excepto una especie sub Antartica: Champsocephalus essox) a las aguas
heladas del Océano Austral (15 especies).

(Eastman, 1993)

Phylum VERTEBRATA
Superclase GNATHOSTOMATA
Clase OSTEICHTHYES
Orden Perciformes
Suborden Notothenioidei
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Familia Channichthyidae (peces de hielo)

10 cm

Chaenocephalus aceratus

Pseudochaenichthys georgianus
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Familia Nototheniidae (nototenias)

4] 14 em

Notothenia rossii
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Anexo 2

aracteristicas fisicas de las islas Georgias del Sur

Las islas Georgias del Sur son un conjunto de islas ubicadas entre los
paralelos 53° 58' y 64° 55' latitud Sur y los meridianos de 35° 42' y 38° 20' longitud
Este que comprenden en su totalidad una superficie de 3850 km? Estan
constituidas por dos plataformas separadas por una depresion profunda, que
puede ser considerada el extremo septentrional del arco del Scotia. La plataforma
mas grande corresponde a la Isla San Pedro mientras que la menor, situada al
noroeste, contiene a las Rocas Cormoran y Negra. Ambas plataformas tienen una
profundidad media del orden de los 300 metros y terminan en taludes muy
abruptos.

La circulacion de las aguas en la zona es muy variable ya que depende del
equilibrio entre la corriente circumpolar proveniente del Oeste (deriva del Oeste) y
la mezcla entre aguas del Pasaje Drake, Mar de la Flota y Mar de Weddell, que
llegan por el sur. Esto determina dos posibles situaciones en el flujo oceanico
alrededor de la Isla San Pedro: el dominio de la Corriente Circumpolar en ambas
caras de la isla o el aporte de aguas del Mar de Weddell que llegan hasta la
plataforma y viran hacia el norte y el noroeste (Atkinson y Peck, 1990). Este ultimo
caso es el mas frecuente y, en estas condiciones, llega hasta la plataforma de la
Isla San Pedro (e incluso hasta las Rocas Comoran) fauna antartica (Marschoff,
1997). El frente de talud se encuentra muy desarrollado, determinando escasos
intercambios entre aguas oceanicas y de la plataforma.

Se plantea que dichas islas son continuacién de los andes patagénicos y
que habrian quedado aisladas del continente sudamericano entre fines del
Mesozoico y principios de Cenozoico.

Las islas Georgias del Sur se ubican dentro de la subarea estadistica
antartica 48.3, definida asi por la Comisién para la Conservacion del Ambiente y
los Recursos Marinos Antarticos (CCAMLR) (Fisher y Hureau, 1985).
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Hipétesis

Las hipétesis planteadas son:

1) Las bajas temperaturas extremas antarticas determinaron la capacidad
de adaptacion de los peces. En tales condiciones, la necesidad de conservar la
fluidez de las membranas, en mitocondrias y otras organelas, fue suplida por el
incremento en su constitucion de fosfolipidos y acidos grasos no saturados. Este
hecho sumado a la elevada concentracién de O, disuelto en el agua de mar a baja
temperatura favorece los procesos de peroxidacion de lipidos. Por lo tanto, los
distintos tejidos de los peces antarticos deben presentar niveles de antioxidantes
acordes a la defensa y proteccion de dichas membranas.

2) En los peces de hielo la ausencia de un transportador eficiente de
oxigeno en sangre, como la hemoglobina, habria generado cambios estructurales
y funcionales que les permitieron adaptarse y desarrollarse en un ambiente de
caracteristicas climaticas extremas. Dichos cambios podrian ser analizados a
través del estudio fisiolégico e histol6gico a escala celular y tisular.

2a) La drastica disminucién de las células sanguineas, que contienen una
fraccion importante de la enzima antioxidante SOD (Wdzieczak y otros, 1980,
Scott y Harrington, 1990), generan respuestas metabdlicas  (bioquimicas)
especificas en los peces de hielo.

2b) Las branquias de los peces de hielo deben presentar adaptaciones
estructurales que facilitan el intercambio gaseoso en ausencia de un transportador
efectivo como la hemoglobina.
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Objetivos

Como objetivos del presente trabajo de Tesis:

Se determinaran las diferencias funcionales, entre los sistemas de defensa
antioxidante, de dos familias de peces antarticos: Nototheniidae vy
Channichthyidae, con y sin hemoglobina respectivamente.

Con este fin:

a) Se mediran, en cada especie de pez, las actividades de las principales
enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPx), asi como los niveles de vitamina Ey la
capacidad antioxidante total (TRAP) en branquias, corazén, musculo e higado.

b) Se medira la actividad de SOD en muestras de sangre de cada especie.

¢) Se analizaran caracteristicas morfolégicas y morfométricas de las
branquias de las dos familias de peces antarticos, observando las diferencias a
nivel estructural.

En todos los casos se evaluaran los resultados obtenidos considerando las
comparaciones intra e inter especies.



MATERIALES Y METODOS



Mateniales y métodos

Coleccién de los especimenes y toma de muestras
Los especimenes utilizados en el presente estudio se colectaron durante las

campanas realizadas por el Buque de Investigacion Pesquera (BIP) Dr. Eduardo
L. Holmberg (INIDEP, Mar del Plata), en aguas cercanas a las islas Georgias del
Sur (Figura 4), a fin del verano y comienzo del otofio en los afios 1996 y 1997.

La pesca se realizd6 mediante redes de arrastre a una profundidad que varié
entre los 400 y 500 metros.

: .2i s

Figura 4. Mapa de las islas Georgias del Sur. Los puntos detallan las zonas donde se

efectud la recoleccion de los ejemplares.
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Se trabaj6é con las siguientes especies de peces antarticos: Notothenia
rossii 'y Dissostichus eleginoides, pertenecientes a la familia Nototheniidae
(nototénidos, peces de sangre roja), Chaenocephalus aceratus, Champsocephalus
gunnari 'y Pseudochaenichthys georgianus, pertenecientes a la familia
Channichthyidae (peces de hielo, de sangre incolora).

En cada captura los especimenes fueron separados por especie, por sexo,
medidos (longitud total) y pesados, de acuerdo al protocolo de trabajo desarrollado
por Marschoff y otros (1994).

Las muestras de sangre fueron obtenidas mediante jeringas hipodérmicas,
previamente heparinizadas, a través de la puncion del bulbo arterial del corazén
(Eastman, 1993) y se conservaron en frio hasta el momento en que fueron
procesadas. Luego se procedid a la diseccion de las muestras de branquias,
corazén, musculo e higado, congelandoselas en forma inmediata a -30° C. De
esta manera fueron mantenidas hasta su procesamiento en el laboratorio.

Coleccién de muestras para microscopia 6ptica
Una vez capturados los ejemplares de N. rossii, D. eleginoides, C. gunnari

y P. georgianus, se procedi6 a la diseccién de los arcos branquiales y sus
branquias e inmediatamente después, se sumergid el material en la mezcla
fijadora de Bouin (acido picrico, formol y acido acético) durante 12 horas. Las
muestras se transfirieron luego a alcohol 70° donde se conservaron hasta su
procesamiento.

Preparacién de los homogenatos tisulare

Las muestras de tejidos que serian procesadas para la determinacién de la
actividad de las enzimas antioxidantes, el contenido de vitamina E y la capacidad
antioxidante total, fueron homogeneizadas en una solucién tampén de fosfato de
sodio (20mM, pH 7.4), cloruro de potasio (0.15 M), Tritdn X-100 (0.1 % VA) y
fenilmetil-sulfonilfiuoruro (PMSF, 0.1 mM). Este ultimo fue utilizado como inhibidor
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de la actividad de proteasas (Schwarzbaum y otros, 1991). La relacién masa de
tejido / volumen de solucion tampén fue de 1 gramo de tejido en 9 mL de solucién.

La homogeneizacion se llevd a cabo a una temperatura de 4 °C, con un
homogeneizador teflon-vidrio.

Se centrifugd a la misma temperatura, a una velocidad de 12000 rpm
(10000g) durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada.

El pellet fue descartado y el sobrenadante fue nombrado, por convencién,
como el homogenato donde se realizaron los estudios (segun Wilhelm-Filho y
otros, 1993, con pequeias modificaciones).

Preparacion de los extractos eritrocitarios
Inmediatamente después de obtenidas las muestras de sangre, se las

someti6 a centrifugacién, con el objeto de separar las células sanguineas del
plasma, durante 5§ minutos a una velocidad de 2500 rpm (900g). Mediante pipetas
plasticas descartables se separé el plasma de la fraccion eritrocitaria, cuidando de
no hemolisar las muestras. En el caso de los peces de hielo, se trabaj6é de igual
manera conservando la fraccion de células sanguineas siguiendo los criterios
empleados por Ciardello y otros (1997).

Una vez aislada la fraccion de células sanguineas, se las lavd tres veces
seguidas con solucion fisiolégica, para descartar la interferencia que pudiera
provocar la presencia de células de la serie blanca. A cada lavado le siguié una
centrifugacion similar, en tiempo y velocidad, a la anteriormente mencionada. El
sobrenadante fue descartado en cada oportunidad. El pellet de células sangufneas
fue hemolisado, mezclando un volumen similar de agua destilada helada y
agitando fuertemente mediante vortex durante 2 minutos. En este hemolisado,
utilizando un volumen similar, se procedié a la extraccion mediante una mezcla de
solventes organicos compuesta por cloroformo — etanol (3:5). Se agitdé en vortex
y se centrifugé a 5000 rpm (1800g) durante 15 minutos. E! sobrenadante acuoso
fue congelado para el posterior analisis de actividad de SOD.
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Actividad de superoxido dismutasa

La actividad de esta enzima se define en términos de su habilidad para
inhibir un sistema de deteccién que reacciona con el anién superéxido (02"). Es
importante estandarizar las condiciones de reaccién ya que la SOD compite con el
sistema de deteccion por el Oz (Mc Cord y Fridovich, 1969; Fridovich, 1984). La

reaccion catalizada en ambos casos es la siguiente (reaccion 21):

202'-+2H+=> H0, + O, (21)

En este método de ensayo, se genera O, y se lo hace reaccionar

con una molécula detectora (adrenalina), produciéndose un cambio observable
espectrofotométricamente (adrenocromo, color rosa). La SOD inhibe esa reaccién

por remocion del O,”. (Misra y Fridovich, 1972).

Las determinaciones de actividad enziméatica se realizaron en los extractos
eritrocitarios y en los homogenatos de las muestras de distintos tejidos ya
descriptos anteriormente. En la cubeta del espectrofotometro se colocaron

2,95 mL de solucién amortiguadora (glicina 50 mM, llevada a pH 10,2, con NaOH),
50 ulL de adrenalina (60 mM, pH 2,0), alcanzandose una concentracién final de
1 mM. Se agité y se leyé a 480 nm (€ 480 = 4,0 mM™ cm™).

Esta reaccién desarrolla color en pocos minutos, dependiendo de la
temperatura (parte a del grafico, Figura 5). Luego se agregaron diferentes
volimenes de las muestras (extractos u homogenatos) y se midié la inhibicion de
la reaccion (parte b, Figura 5). La actividad enzimatica se expresé en unidades
SOD (cantidad de SOD que produce un 50 % de inhibicion). Para el adrenocromo:

1 unidad = 0,15 pg/mL de SOD = 4 nM de SOD (Figura 5).
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Figura 5. Determinacién de la actividad de SOD.

Se tomaron las pendientes a y b; el cociente b/a indica la fraccién de
actividad a esa concentracion de superdxido dismutasa. Se graficé log b/a en
funcién de los uL de muestra agregados (aqui se utilizé papel semilogaritmico). La
cantidad de pL a la cual la relacién b/a = 0,5 es la que corresponde a una unidad
de superéxido dismutasa (Figura 6). Los resultados se expresaron en U/mg de
proteinas (Misra y Fridovich, 1972).
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Figura 6. Representacion grafica de los valores obtenidos en la Figura 2. La linea
punteada indica el volumen de muestra que contiene 1 unidad de SOD.
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Actividad de catalasa

La enzima catalasa cataliza la descomposicién del peréxido de hidrégeno
segun la siguiente reaccion (37):

2H;0; > 2H,0+0; (37)

La velocidad de descomposicion del per6xido de hidrégeno es directamente
proporcional a la actividad enzimatica y obedece a una cinética de pseudoprimer
orden con respecto al per6éxido de hidrégeno (ecuaciones 38 y 39).

-d [H202)
| Klcatalasal | 6= K. M:04] (38)
dt <_~
kl
en su forma integrada
[H202] 0
K=t".In — 8 — (39)
[H202] ¢

Donde [H20;] o es la concentracién de perdxido de hidrégeno inicial. y
[H202] ; es la concentracién al tiempo estudiado.

El valor de k (constante especifica de reaccién) es de 4,6 x 10 ' M s y fue
calculado considerando que la molécula posee cuatro grupos hemo. El ensayo
desarrollado por Chance (1954), consiste en medir la disminucién de la absorcion
a 240 nm (longitud de onda a la que absorbe el per6xido de hidrégeno). La medida
espectrofotométrica consiste en colocar en las cubetas el medio de reaccién
(solucion reguladora fosfato 30 mM) con diferentes alicuotas de las muestras
obtenidas segun lo segun lo descripto anteriormente. Se grafica una linea de base.
Luego se agregan 10 uL de H,O, 300 mM, liegandose a una [H.O2 ] de 2 mM
(tiempo cero). Para el calculo de la constante de pseudoprimer orden (k) se toma
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la velocidad inicial de reaccion (e 240 nm = 40 M cm™). La concentracién se
expresé en nmoles/ mg de proteina. En la Figura 7 se muestra una grafica tipica.

v

[H202]

Tiempo (seg)

Figura 7. Determinacion de Catalasa. Se muestra la variacién de la velocidad de
desaparicion del H,O, con el agregadode la muestra (flecha roja).

Actividad de glutation peroxidasa

Esta enzima cataliza la reaccion de los hidroperoxidos y la reducciéon del
H20,, utilizando al glutation (GSH) como dador de hidrégeno (reaccion 40), para
formar glutation oxidado (GSSG) y un producto de la reduccidén de hidroperéxido.
Fisioldgicamente actua acoplada a la enzima glutatibn reductasa que a su vez
cataliza la reduccién de GSSG utilizando NADPH como cofactor.

GPx
ROOH (H202) + 2 GSH ———————"= ROH (H20) + GSSG + H.O  (40)

GR
GSSG + NADPH +H' =————> 2 GSH + NADP' (41)
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La actividad de la GPx se puede estudiar midiendo la velocidad de
desaparicion de NADPH en un sistema que contenga GSH y en presencia de
glutation reductasa (reaccion 41).

En la cubeta se colocaron 245 uL de solucién reguladora de fosfatos de
sodio y potasio (100 mM, pH 7,7), con GSH 100 mM, NADPH (10 mM), BOOH
(tert-butilo, 10 mM), glutation reductasa (10 U/mL). El GSH y el tert-butilo son los
sustratos de la enzima, mientras que el NADPH y la glutation reductasa garantizan
un continuo suministro de glutation reducido. Se dejé leer durante 1 minuto,
graficandose una linea de base (parte a, Figura 8) y luego se agregé 100 ul de los
homogenatos (flecha roja, parte b, Figura 8).

Se tom¢ la diferencia entre las velocidades b y a. Las muestras se leyeron a 340
nm (g 30 NM = 6,23 mM™* cm™). La actividad se expresé en pmoles de NADPH/
min/ mg de proteina (Flohé and Gunzler, 1984).

v
Abs 0.5
a \
b
0 20 40 60 80 100 120

tiempo (segundos)

Figura 8. Representacion grafica de las curvas obtenidas en la medicion de GPx. Se
muestra la variacion de la velocidad de consumo del NADPH con el agregado de la
muestra (flecha roja).
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Capacidad antioxidante total (TRAP)

Fundamento
El dafio causado por radicales libres a un tejido, tanto como la degradacién

de moléculas biolégicas, es proporcional a la concentracibn en el estado
estacionario de los radicales libres en el sitio donde se produjo el evento. La
concentracion en el estado estacionario de los radicales libres ([R]ee) esta,
generalmente, determinada por reacciones quimicas o procesos de difusién, de
manera tal que:

[R]ee= Rp/k (42)

donde R, es la tasa de incorporacion de radicales libres en el volumen
considerado (tanto en procesos quimicos o de difusioén) y k es la constante de
pseudoprimer orden en todos los procesos que comprenden la remocién del
radical.

Los organismos aerdbicos han desarrollado una serie de estrategias
tendientes a disminuir R, (mediante antioxidantes preventivos) ¢ para incrementar
k (mediante atrapadores de radicales libres), y, de esta manera, controlar la
conicentraciéon en estado estacionario de las especies radicales y el daflo asociado
aella.

En presencia de un antioxidante muy eficiente, los procesos que involucran
a radicales libres podrian tener lugar una vez que el antioxidante se consuma
“totalmente”. En otras palabras, el valor de k en presencia del atrapador es tan alto
que la concentracion en el estado estacionario de los radicales libres resulta muy
baja (ecuacidn 42) y la tasa de desarrollo de los procesos observados, mediados
por estas especies, serd despreciable. En presencia del atrapador, el proceso
presenta un tiempo de induccién. El tiempo de induccién (), es el tiempo requerido
para consumir todos los antioxidantes. Si se asume que todos los radicales son
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atrapados y que un antioxidante dado (XH); es capaz de atrapar n; radicales,
entonces:

ti=2m XHL/R,  (43)

La capacidad antioxidante total de la muestra (TRAP) (Wayner y otros,
1986) es la concentracién de radicales libres que pueden ser atrapados en la
muestra. La relacién expresada en la ecuacion anterior (43) implica que:

TRAP = 2, ni [XH}i = tmuesra Rp  (44)

y que su valor puede ser calculado a partir de la medicion del tiempo de induccion
si se conoce la tasa de produccién del radical. Un procedimiento alternativo
involucra el uso de un inhibidor de referencia cuyo comportamiento es conocido.
Generalmente se utiliza como inhibidor de referencia un compuesto hidrosoluble
denominado Trolox, de caracteristicas estructurales similares a las de la vitamina
E. El tiempo de induccién producido por la adicién de Trolox esta dado por:

t Trolox = N Trolox [TroloX] / Rp (45)

donde n 1o €S €l nimero de radicales libres atrapados por cada molécula de
Trolox consumida. Si (t) es el tiempo de induccidon producto de una
concentracién de Trolox 1 uM, el TRAP de la muestra puede ser determinado por
la medida del tiempo de induccién (t) producto de una alicuota (unos pocos
microlitros) del fluido y aquel (t') obtenido empleando concentraciones conocidas
del inhibidor de referencia

TRAP (M) =f n 1ot t/ (46)

donde (f) es el factor de dilucion, que es igual a la razdén entre el volumen de la
muestra y el volumen de la alicuota del fluido empleado para la evaluacion de t
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El TRAP, asi obtenido, es la medida del contenido total de antioxidantes presente
en el fluido. En fluidos complejos es casi imposible medir con certeza si los
resultados comprenden a todos los antioxidantes relevantes presentes.

La técnica de TRAP ha sido desarrollada principalmente para detectar la
capacidad de todos los antioxidantes hidrosolubles (bilirubina, acido ascérbico,
acido urico, carotenoides, etc) presentes en las muestras a analizar.

Método de medicién

La determinacion de la capacidad antioxidante total consiste en medir la
capacidad atrapadora de radicales de una muestra en un sistema que esta
formado por el 2,2°-azo-bis(2-amidinopropano) (también conocido como ABAP) y
el luminol. El sistema ABAP-luminol genera una emisién de luz constante, que
puede medirse en un contador de centelleo (con el circuito de coincidencia
desconectado) 0 en un luminémetro. Al agregar una muestra que contiene
antioxidantes, la quimioluminiscencia disminuye hasta niveles basales. Cuando los
antioxidantes presentes en la muestra se consumen, la emision retorna a los
valores de luminiscencia originales. El tiempo que tarda en retornar a la emision
original (tiempo de induccién, t) es directamente proporcional a la cantidad de
antioxidantes presentes en la muestra. Para la medida se determiné, como primer
paso, la luminiscencia del sistema ABAP-luminol. Luego de obtener una lectura
constante, se agregd una determinada cantidad de muestra (homogeneizado de
tejido). Se determind el tiempo de induccion t para cada muestra. La curva de
calibracién se realizé con Trolox (compuesto hidrosoluble analogo de la vitamina
E) en una concentracion 150 mM. Esta sustancia tiene una capacidad atrapadora
de radicales libres muy alta en este sistema y por ello se la utiliza como estandar o
patron. Los resultados estan expresados en unidades de Trolox. Definiéndose esta
unidad como la cantidad de antioxidante equivalente a 1 uM de Trolox (Lissi et al,
1992).
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Determinacién de la concentracién de proteinas
Se determin6 por el método de Lowry y otros (1951), utilizando albumina

sérica bovina (BSA) como estandar.

Determinacioén del contenido de antioxidantes liposolubl

El contenido de antioxidantes liposolubles de un tejido o fiuido bioldgico fué
determinado en extractos lipidicos por cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) con una columna de fase reversa acoplada a un detector electroquimico
(Buttriss y Diplock, 1984).

Preparacion de los extractos para HPL

Los extractos fueron preparados a partir de los homogenatos de tejidos de
peces antarticos usando una modificacion del procedimiento descripto por Buttriss
y Diplock (1984). Para ello, 1 mL de homogeneizado fue tratado con 2 mL de
etanol y 4 mL de hexano. La mezcla fue agitada en vortex durante 1 minuto y
luego se centrifugd a 1000 x g durante 5 minutos con el fin de separar las distintas
fases. Se transfineron 3 mL de la fase superior (hexano) a otro tubo, donde se
procedié a evaporar bajo atmosfera de nitrébgeno hasta residuo seco. Luego se
resuspendid dicho residuo en 0,5 mL de una mezcla metanol-agua (1:1) y se filtr6
a través de una membrana de 0,22 um de poro.

Finaimente, el pico correspondiente a la vitamina E presente en los
extractos fue identificado en el cromatograma comparando sus tiempos de
retencién con el tiempo de retencién del patrébn en la columna, en las mismas
condiciones de corrida. La solucidbn del patrén utilizado como estandar se
encontraba en un rango 10-15 uM. La cantidad de vitamina E se calculd
comparando el area correspondiente a cada muestra con el area de una cantidad
conocida de estandar. Los resultados estan expresados en nmoles/ g de tejido.
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Caracteristicas del equipo de HPLC y condiciories de trabajo

E! equipo de HPLC utilizado constaba de: una valvula de inyeccién (BAS)
conectada a una columna Supelcosil LC-8 DB (3,3 cm x 4,6 mm) de 3 um de
diametro interno, que poseia una pre-columna de LC-8 DB. Una bomba de HPLC
Waters 510 daba la velocidad de flujo de la fase mévil. Para la medicién de
antioxidantes liposolubles, los sistemas de deteccion utilizados fueron el detector
de absorbancia UV-Vis Waters 486 y el detector electroquimico BAS LC-4C. El
sistema de deteccién estaba conectado a una computadora Macintosh SE/30
donde aparecia el registro del cromatograma de la corrida con los picos y areas
correspondientes. La integracién de las areas la realiz6 el programa de
computacién Dynamax HPLC Method Manager.

La fase mévil utilizada fue metanol-agua (9:1) con el agregado de LiClO,
20 mM. La velocidad de flujo fue de 1 mL/ min. y, en estas condiciones, el tiempo
de retencién para la vitamina E (a-tocoferol) fue de 0,8. El detector electroquimico
fue fijado a un potencial de oxidacién +0,6 V.

Preparaciones histolégicas
Las muestras de tejido branquial se deshidrataron en una serie creciente de

alcoholes (de 80° a 100°) y posteriormente se incluyeron en Paraplast. Una vez
solidificado, se tallaron los tacos y se realizaron cortes longitudinales (siguiendo el
eje mayor de las branquias) de 5 a 7 ym de espesor.

La técnica de coloraciébn empleada para tefir los cortes fue Tricromico de
Masson (modificado por De Carlo). Los pasos se detallan a continuacién:
Los cortes se desparafinan por inmersién en xilol durante 5 minutos. Luego se
hidratan pasando por una serie decreciente de alcoholes (de 100° a 50°),
finalizando con agua destilada. Se sumergen durante 10 minutos en Hematoxilina
de Carazzi, Erlich, Delafield o Mayer. Transcurrido este lapso de tiempo se lavan
los cortes con agua comun para que vire su coloracién a color violeta. Se
sumergen entonces durante 5 minutos en fucsina acida punceau de xilidina. Luego
se lava con agua destilada. Inmediatamente después se sumergen durante otros 5
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minutos en acido fosfomolibdico al 1% (agente que actia como diferenciador y
mordiente). Sin lavar, se colorean con azul de anilina acética de 2 a 5 minutos, y
se lavan con agua destilada. Luego se sumergen durante 15 minutos en agua
acética al 1% (que también actia como diferenciador de colores). Por uitimo se
deshidrata pasando por una serie creciente de alcoholes (de 80° a 100°), se lava
con xilol y se monta el cubreobjeto con DPX.

Si hay sobre coloracibn con hematoxilina, se trata el corte con aicohol
clorhidrico hasta que se ponga rojo y luego se agrega al agua corriente una gota
de carbonato de litio para obtener un viraje azulado.

Resultados de la tincién

A través del empleo de esta técnica es posible diferenciar por su tincion
especifica: los nucleos de color violeta; los citoplasmas de color rojo vivo; las
fibras colagenas de color azul intenso; el cartilago, el mucus y la matriz de color
azul claro.

Calculo de las distancias de difusién

Los preparados fueron analizados con un microscopio Zeiss Axioplan,
provisto de ocular micrométrico para el calculo de las distancias. Las distancias de
difusién fueron medidas tomando la longitud del espacio comprendido entre la
sangre y el borde del epitelio en contacto con el agua. De esta manera se trabajé
desde el origen de la laminilla secundaria hasta el extremo terminal, midiendo
hacia ambos lados. Todas las distancias fueron tomadas a un aumento de 1000X.

Con una camara adosada al microscopio ya descripto, se tomaron fotos de
los distintos cortes variando los aumentos.

Métodos estadisticos

Las diferencias entre distintos grupos fueron evaluadas por medio del
analisis de la varianza de un factor (ANOVA) y el test de Tukey para la
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comparacion entre los valores promedio de los diferentes grupos de estudio. Las
diferencias fueron consideradas significativas cuando el valor de p fue menor que
0,05.






Resultados

1) Actividad de las enzimas antioxidantes

Superoéxido dismutasa (SOD)

Como se aprecia en la Figura 9, si comparamos la actividad de SOD
presente en las muestras de sangre de los peces de ambas familias, se observa
una diferencia altamente significativa, siendo la actividad presente en los
glébulos rojos de los nototénidos siempre mayor que en la sangre de los
canictidos. No se observan diferencias significativas entre especies de la misma

familia.
| |
: |
8 b
300+ (14)
3 C. gunnari
g B C. aceratus
é 200+ B P. georgianus
g) B D, eleginoides
o B N. rossii
= 100 :) a
§ i_ (16) a
™
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Figura 9. Actividad de SOD en las muestras de sangre de los peces antarticos
estudiados. Los valores corresponden a las medias + E.S.; el numero de animales esta
indicado entre paréntesis. Para las comparaciones multiples entre especies, los valores

indicados con distintas letras son significativamente diferentes con p < 0.001.
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La actividad de la SOD branquial es notoriamente diferente a la de los
demas tejidos analizados. Las branquias de los peces de hielo (C. gunnari, C.
aceratus y P. georgianus) muestran una actividad 3 veces mayor que las
registradas en las branquias de los nototénidos (D. eleginoides y N. rossii) (Figura
10). No hay diferencias significativas dentro de cada familia.

1\ a a a
! 1.00+ () ©) ) 3 C. gunnan
T BN C. aceratus

BN P. georgianus
I D. eleginoides
B N. rossii

(=]

~

o
1

b
(10)

8

SOD (U / mg proteina)
o o
o 3

0.00

Figura 10. Actividad de SOD en las branquias de los peces antarticos estudiados. Los
valores corresponden a las medias + E.S.; el nimero de animales esta indicado entre
paréntesis. Para las comparaciones mlltiples entre especies, los valores indicados con
distintas letras son significativamente diferentes con p < 0.05.

Las comparaciones entre especies para distintos tejidos indican que ni en musculo
ni en higado existen diferencias significativas entre las especies. Solo el corazén
de N. rossii mostré una actividad de SOD significativamente mas alta en
comparaciéon con el mismo tejido de las otras especies estudiadas (Tabla 1).
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Tabla 1: Actividad de superéxido dismutasa en higado, masculo y corazén de peces

Resultados

antarticos.
SOD (U / mg de proteina)
Especie
Higado Miisculo Corazén
Champsocephalus gunnari 0.75 £ 0.06 0.87 £ 0.08 0.85 +0.06
(14) (10) (1)
Chaenocephalus aceratus 0.96 £ 0.10 1,02 £0.12 1.05+0.06°
(16) 6) (12)
Pseudochaenichthys 0.69 £ 0.06 0.78 £ 0.07 1,05 £0.02°
georglanus (1 1) (8) (9)
Dissostichus eleginoides 108 +0.16 1.00 £0.19 0.89 + 0.05*
(10) ) 9
b
Notothenia rossii 0.91 £0.06 0.70 £ 0.05 1.3920.11

(16)

(13)

(10)

Los valores corresponden a las medias + E.S.; el namero de animales esta indicado entre
paréntesis. Para las comparaciones multiples entre especies, los valores indicados con
distintas letras son significativamente diferentes con p < 0.05.

atal A

Tanto en las muestras provenientes de los canictidos como de los
nototénidos, la actividad de catalasa present6 una distribucion similar entre los
tejidos examinados, con los valores mas altos registrados en higado. Sin embargo,
el nivel de actividad, en el conjunto de todos los tejidos analizados, fue
marcadamente mas bajo en los peces de hielo. El nivel de actividad de CAT
registrado en el higado de los nototénidos fue 3 a 4 veces mas alto que en los
canictidos. De manera similar la actividad de CAT fue mas alta en nototénidos
que en los peces de hielo, 3 a 12 veces en branquias y 3 a 4 veces en corazén. En
todas las especies analizadas el musculo fue el tejido con la menor actividad
registrada y fue el Unico que no mostré diferencias entre familias (Tabla 2).
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Tabla 2: Actividad de catalasa en higado, branquias, musculo y corazén de peces

antarticos.
Especies CAT (pmoles / mg de proteina)
Higado Branquias Musculo Corazén
Champsocephalus
gunnan 098+0.13* 0.065+0.006 *  0.039 + 0.006 ** 0.12+0.02"
(15) 8 (8) (1)
Chaenocephalus
aceratus 0.47£0.08° 0.0481+0.004* 0.01110.001* 0.07+001"
(15) (8) 4) (14)
Pseudochaenichthys
georgianus 084+008" 0.058 +0.009* 0.036 +0.004 *® 0.09+001"
(14) (9) ) C)
Dissostichus
eleginoides 4.47+045° 0276:0.028° 0031+0005" 0.34+0.03°
(9) (7 (7) (9)
Notothenia rossii 323+031° 0697+0.035° 0.060+0010° 038x0.03°
(12) (10) )] (13)

Los valores corresponden a las medias + E.S.; el nimero de animales esta indicado entre
paréntesis. Para las comparaciones muitiples entre especies, los valores indicados con
distintas letras son significativamente diferentes con p < 0.05.

Glutatién peroxidasa (GPx)
En los canictidos los niveles de actividad de GPx observados en el higado y

en el corazédn fueron 4 a 6 veces mayores que aquelios registrados en branquias y
musculo. En los nototénidos, el nivel de actividad mas bajo de esta enzima fue
registrado en musculo.

La comparacion entre ambas familias s6lo arroj6 diferencias significativas
en branquias, siendo la actividad de GPx 2.5 a 3 veces mayor los nototénidos
(Tabla 3).



Resuftados

Tabla 3: Actividad de giutation peroxidasa en higado, branquias, musculo y corazén de

peces antarticos.

Especies GPx (umoles NADPH/ min. mg de proteina)
Higado Branquias Musculo Corazén
Champsocephalus
gunnarni 484 +0.71 0.94+009* 0.94+0.17 6.88 £ 0.58
(13) %) ©) 6)
Chaenocephalus
aceratus 6.03+£0.48 1.06+0.37° 1.82+£0.27 56.73+0.53
(12) (5) (6) (6)
Pseudochaenichthys
georgianus 3.15+0.54 1.15+0.16° 1.75+0.43 6.38 + 0.90
6) ©) (6) (5)
Dissostichus
eleginoides 4.76 £ 0.64 3.04+079°" 1.08 £0.18 8.47 £ 0.69
(8) (6) 6) (6)
Notothenia rossii 716£014  305:046°  0.99:0.14 6.94 0.71

(15

(8)

(12)

(10)

Los valores corresponden a las medias + E.S.; el nimero de animales esta indicado entre
paréntesis. Para las comparaciones muttiples entre especies, los valores indicados con
distintas letras son significativamente diferentes con p < 0.05.

2) Niveles de vitamina E

La vitamina E mostrd significativas diferencias dentro de una misma familia,
especiaimente en los nototénidos. En N. rossii el contenido de esta vitamina fue de
8 a 33 veces mayor en corazdn e higado, respectivamente, comparando con
aquellos observados en similares tejidos de D. eleginoides. No hubo diferencias
detectables entre los niveles de vitamina E presentes en el musculo de estas dos
especies. En los canictidos tampoco se encontraron diferencias significativas para
higado y musculo. La anica diferencia se observé en corazén de P. georgianus
cuyo nivel de vitamina E fue menor que el registrado en el corazén de las otras
especies de peces de hielo.
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Salvo en el higado de N. rossi, donde la vitamina E registr6 el valor mas

alto, los niveles de esta vitamina siempre fueron mas altos en canictidos que en

nototénidos (Tabla 4).

Tabla 4: Niveles de vitamina E en higado, musculo y corazén de peces antarticos.

Especies Vitamin E (nmoles/ mg de proteina)
Higado Musculo Corazén
Champsocephalus 126 +23 ® 94+ 11° 174122 *
gunnari (8) (8) 4)
Chaenocephalus 142£21°% 107 +12° 178 £27 *
aceratus 9) 6) 6)
Pseudochaenichthys 242+ 49° 138+22° 75+14°
georgianus (6) (7) 6)
Dissostichus 20+7° 45+11° 12£2°
eleginoides (4) (7) 6)
Notothenia rossii 969 + 56 32:6°" 86+19°

(6)

©)

(6)

Los valores corresponden a las medias + E.S.; el nimero de animales esta indicado entre
paréntesis. Para las comparaciones multiples entre especies, los valores indicados con
distintas letras son significativamente diferentes con p < 0.05.

3) Capacidad antioxidante total (TRAP)

La medicion del TRAP en higado y corazén fue notoriamente diferente
entre las dos especies de nototénidos. Aunque ambas especies mostraron una
mayor capacidad en higado que en corazén, N. rossii siempre tuvo los niveles
mas altos. En las muestras de musculo de estas especies dicha variable no
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mostré valores detectables. En los peces de hielo el TRAP fue mas alto en higado
que en los otros tejidos, siendo el musculo el que registrd el valor mas bajo (Tabla
5).

La capacidad antioxidante total mostré valores similares entre todas las
especies estudiadas, exceptuando a N. rossii que tuvo los registros mas altos en
higado y corazén.

Tabla 5: Capacidad antioxidante total del higado, musculo y corazén de peces antarticos.

Especies TRAP {umoles de Trolox)
Higado Musculo Corazén
Champsocephalus 234 +37° 174126 495+86"
gunnarn 6) (6) {6)
Chaenocephalus 180+ 38" 252+25 423+43"
aceratus (4) (4) 4)
Pseudochaenichthys 252+30" 29125 49+4°
georgianus (3) ) (3)
Dissostichus 193+26" N.D. 488+53"
eleginoides (4) (4) (4)
Notothenia rossii 498 +50° N.D. 120+3.0°

(5) (4) (5)

Los valores corresponden a las medias + E.S.; el nimero de animales esta indicado entre
paréntesis. Para las comparaciones miiltiples entre especies, los valores indicados con
distintas letras son significativamente diferentes con p < 0.05.
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4) Anélisis de la anatomia e histologia branquial de las especies estudiadas

Anatomia

Las branquias de los peces antarticos responden al patron de las de un
tele6steo tipico. Comprenden dos series de cuatro holobranquias que forman las
paredes de la faringe. Cada holobranquia se compone de dos hemibranquias que
se proyectan desde el borde posterior del arco branquial, de tal forma que los
bordes libres divergen y tocan a los de las holobranquias adyacentes.

El examen minucioso de las hemibranquias muestra que estan formadas
por una fila de largos filamentos delgados, que se proyectan desde el arco a
manera de dientes de un peine. El area de la superficie de estos filamentos
aumenta aun mas por la formacion de unos repliegues semilunares dispuestos
regularmente sobre toda su superficie dorsal y ventral: las laminillas secundarias.

Las laminillas secundarias, de cada filamento, estan dispuestas de manera
escalonada de forma tal que complementan los espacios en las lineas de las
laminillas de los filamentos adyacentes (Figura 3). Esta disposicion de los arcos
branquiales y sus laminillas forma sobre las dos caras de la faringe un doble filtro,
a través del cual el agua fluye continuamente.

Dentro de los filamentos hay vasos sanguineos que transportan sangre
desoxigenada hacia el interior de las membranas respiratorias (arterias
branquiales aferentes) y otros vasos que transportan sangre muy oxigenada hacia
el cuerpo (arterias branquiales eferentes). Dentro de las laminillas secundarias hay
pequefias camaras (canales o lagunas sanguineas) hacia donde el oxigeno
difunde desde el agua que pasa por las laminillas a través de los espacios
interlaminillares.

Las branquias de los peces son capaces de extraer una gran cantidad de
oxigeno del agua gracias a que el flujo del agua y el de la sangre transcurren en
direcciones opuestas (flujo en contracorriente)(Figura 11).
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arcos branquiales

[ \ __. opérculo
s

arteria un filamento
branquial

laminilla

“-;’\ }cundana

un arco
branquial

Figura 11. Las branquias de los peces estan constituidas por varios arcos branquiales y
cada filamento lleva unas pequefas y delgadas laminillas paralelas y aplanadas. En estas
laminillas branquiales, la sangre circula en direcciéon opuesta a la del agua que pasa por
entre las laminillas (tomado de Schmidt-Nielsen, 1976)

Histologia

En los peces antarticos, como en la mayoria de los teledsteos,. el arco
branquial esta recubierto por un tejido epidérmico tipico, mucho mas grueso en el
origen de la epidermis de los filamentos que estd bien provista de células
mucosas.

El intercambio gaseoso tiene lugar en la superficie de las laminillas
secundarias que estan recubiertas por un epitelio simple bien diferenciado segun
las familias. En los peces de hielo este epitelio presenta un borde irregulér, como
ondas, mientras que en los nototénidos esta caracteristica esta ausente. En
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alguno de los casos, como en las laminillas de D. eleginoides, se puede apreciar la
presencia de células mucosas en esta capa de tejido.

Por debajo, se ubica una membrana basal muy fina que lo separa de una
capa de células de sostén o células pilares (contractiles), entre las cuales se
intercalan canales por los que fluye la sangre. Estos canales o lagunas no
presentan células endoteliales en su perimetro, sus paredes las conforman las
células en pilar, por o que no se los considera verdaderos capilares. El extremo
terminal de la laminilla secundaria si presenta un capilar verdadero (Figura 12 y
Fotos A-l).

células epiteliales
T "

canales

globulos

. ’ - .
uniones celulares ~ células pilares

Figura 12. Esquema de los grupos celulares que componen la laminilla secundaria de una

branquia.

5) Distanci difusién

Como se observa en la Tabla 6, las medidas de las distancias de difusion
sangre-agua, en las laminillas secundarias de las branquias de los peces
antarticos, no siguen una correlacién directa con la familia a la que pertenece cada
una de las especies estudiadas. Las diferencias son significativas ain dentro de
cada familia.
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Tabla 6: Distancia de difusion sangre-agua en las laminillas secundarias de las branquias

de peces antarticos.

Especies Distancia agua-sangre (um)
Minima Méxima X +E.S.
Champsocephalus 1.0 3.8 2.11+0.12°
gunnari {(48)
Chaenocephalus - - 6.0
aceratus
Pseudochaenichthys 1.9 10.6 496+032"
georgianus (48)
Dissostichus 1.0 6.7 3.10£0.20 ¢
eleginoides (48)
Notothenia rossii 1.9 8.6 472+024"

(%)

El nimero de medidas esta indicado entre paréntesis. Para las comparaciones muttiples

entre especies, los valores indicados con distintas letras son significativamente diferentes
con p < 0.05. * Los valores correspondientes a C. aceratus fueron tomados de Steen y

Berg (1966).
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P
<

X F Ao

Fotos A y B. Laminillas secundarias de un filamento branquial de C. gunnari (aumento
1000X). E: epitelio. C: canales circulatorios. CP: células en pilar. CM: células mucosas.
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Fotos C y D. Laminillas secundarias de un filamento branquial de P. georgianus
(aumento 400X). E: epitelio. C: canales circulatorios. CP: células en pilar. CM: células
mucosas. CV: capilares verdaderos.
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Foto E. Laminillas secundarias de un filamento branquial de P. georgianus (aumento
1000X). E: epitelio. C: canales circulatorios. CP: células en pilar.
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Fotos F y G. Laminillas secundarias de un filamento branquial de D. eleginoides
(aumentos F:200X y G: 400X). E: epitelio. C: canales circulatorios. CP: células en pilar.
CM: células mucosas. GR: glébulos rojos. F: filamento. CV: capilares verdaderos
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Fotos H e I. Laminillas secundarias de un filamento branquial de N. rossii (aumento
1000X). E: epitelio. C: canales circulatorios. CP: células en pilar. GR: glébulos rojos.
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En las dltimas dos décadas, el interés por la relacién entre las condiciones
ambientales y los mecanismos de defensa antioxidante en los organismos
acuaticos ha generado numerosas publicaciones (Winston, 1991; Winston y Di
Giulio, 1991). Algunas de ellas se centraron en el estudio comparado de los
componentes antioxidantes de los tejidos de peces tropicales y de aguas
templadas (Matkovics y otros, 1977, Fitzgerald, 1992; Wilheim Filho y otros, 1993),
pero solo unas pocas conciernen a los peces antarticos (Witas y otros, 1984;
Cassini y otros, 1993). Como regla general en todos estos trabajos se comparé y
confront6 la respuesta de organismos de distintas latitudes (por ejemplo, peces
antarticos versus peces de aguas templadas). Este tipo de procedimiento ha
generado numerosas controversias entre los ictiblogos, principalmente los
fisiblogos, especializados en la fauna antartica.

Existe, hace ya muchos afios, la discusién planteada acerca de como debe
razonarse la adaptacién metabdlica al frio (AMF), medida a partir del consumo de
oxigeno, pues de acuerdo a como se consideren las comparaciones entre los
animales estudiados, los datos reflejan resultados contradictorios. Crockett y Sidell
(1990) ofrecen una definicibn de AMF, que no estd basada en el consumo de
oxigeno y que pone enfasis en la actividad mas que en el metabolismo basal.
Consideran a la AMF como “el 0 los procesos que permiten a un organismo Vivir
de manera crénica o estacional a temperaturas heladas, manteniendo una tasa de
actividad metabdlica alta en comparacién a un organismo del mismo ecotipo,
pero de zonas templadas, expuesto de manera aguda o aclimatado a las mismas
bajas temperaturas”. Utilizando esta amplia definicién, es posible abarcar a la AMF
desde otra perspectiva, midiendo directamente los niveles de actividad bioquimica
en varios 6rganos.

Dentro de este marco teérico-practico, la presente Tesis Doctoral es el
primer trabajo comparado, considerando la actividad de los compuestos
enzimaticos y no enzimaticos que involucra a los mecanismos de defensa
antioxidante, realizado en peces antarticos, que abarca cinco especies agrupadas
en dos familias del mismo suborden y con distribucion zoogeografica similar, es
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decir animales que viven y se desarrollan bajo las mismas condiciones
ambientales.

La familia Channichthyidae, una de las 6 familias de peces antarticos del
suborden Notothenioidei, es Unica entre los vertebrados ya que todos los
miembros de dicha familia han perdido la totalidad de sus pigmentos respiratorios
sanguineos (Ruud, 1954). Un examen cuidadoso de sangre fresca o
especialmente preservada revela la presencia de unas pocas células sanguineas
no pigmentadas. Aunque los “eritrocitos” de los canictidos han perdido su
hemoglobina, poseen altas concentraciones de enzimas, como la anhidrasa
carbénica y la glucosa-6- fosfato deshidrogenasa (Wells y otros, 1980; Ciardiello y
otros, 1997).

¢,Como se manejan los canictidos sin hemoglobina que, en otros
vertebrados, es absolutamente imprescindible para asegurar un adecuado aporte
de oxigeno a los tejidos?

Las bajas temperaturas reinantes serian la base de esta respuesta pues
actuan disminuyendo los requerimientos metabolicos de oxigeno e incrementando,
simultaneamente, la cantidad de oxigeno que puede estar disuelto en el agua de
mar y en los fluidos corporales (Macdonald y otros, 1987; Clarke y Johnston 1996;
di Prisco, 1997). La sangre de los canictidos transporta oxigeno en una solucion
simple, lo que implica que su capacidad de transporte corresponde a la décima
parte de aquellas sangres de otros nototenoideos con hemoglobina (Holeton,
1970). La capacidad total de transporte de oxigeno se halla incrementada por el
importante volumen sanguineo, que comresponde a aproximadamente el 9 % del
peso cormporal, 2 a 4 veces mayor que el de otros teleésteos (Hemmingsen y
Douglas, 1970; Aciemo y otros 1995).

El desarrollo de las branquias es variable: en algunos peces de hielo las
branquias son grandes (Ruud, 1954), mientras que en otros son de tamafo normal
(Steen y Berg,1966) o reducidas (Hughes,1972). En todos los casos, la tasa
ventilatoria de las branquias es lo suficientemente alta como para permitir un
intercambio gaseoso particularmente eficiente. El intercambio gaseoso branquial
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estd, ademas, aumentado por una proporcién considerable de respiracién cutanea
(Hemmingsen y Douglas, 1970).

La elevacion de la tasa de perfusion sanguinea, en las branquias y en los
tejidos, contrarresta la baja capacidad de transporte de oxigeno de la sangre para
liberar suficiente oxigeno a los tejidos. Tanto las arterias branquiales aferentes
como las eferentes son grandes en diametro, con relativamente poca musculatura,
favoreciendo la tasa elevada de perfusion branquial. El numero de capilares que
llegan a los musculos es bajo, pero su escasez se ve compensada por su gran
diametro (64 um, tres veces mayor que el de otros teledsteos), con la consecuente
disminucién de la resistencia vascular. El corazén es desproporcionadamente
grande, con una fuerza de contraccién de 6 a 15 veces mayor que la de otros
tele6steos (Hemmingsen y Douglas, 1970). Es interesante saber que el corazén
puede en algunos casos contener bajas concentraciones de mioglobina, la cual
podria aumentar localmente la difusibn de oxigeno al tejido (Douglas y otros,
1985).

La viscosidad de la sangre se incrementa de manera acentuada a bajas
temperaturas, pero en los canictidos este incremento es atenuado por la reduccion
del nimero de células sanguineas (Hemmingsen y Douglas, 1972). Las presiones
sanguineas de los peces de hielo son sustanciaimente mas bajas que las de
aquellos teledsteos que poseen gldbulos rojos (Holeton 1970, Hemmingsen y
Douglas,1977), lo que se puede atribuir tanto a la baja viscosidad sanguinea como
al gran didmetro de sus capilares, y podria reducir el gasto cardiaco. Aun asi, la
mitad de los requenmientos energéticos de los canictidos en reposo corresponde
a la suma de los trabajos cardiaco y respiratorio (Hemmingsen y otros, 1972). En
reposo, las tasas de consumo de oxigeno en los canictidos tienden a ser similares,
0 apenas menores, que las de otros nototenoideos antarticos (Holeton 1970;
Hemmingsen y Douglas,1970,1977).

En la respiraciobn acuatica el movimiento de los gases a través de la
superficie respiratoria s6lo puede ocurrir por difusion, tanto en la toma de O
como en la eliminacién de CO,. Esto puede estar facilitado por la accion de
pigmentos respiratorios en la sangre (como la hemoglobina o la hemocianina),
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pero no ha sido demostrada la accion de transporte activo. Por lo tanto el
intercambio de cada gas a través de la superficie respiratoria puede ser descrito
en forma simple por la ecuacion de difusion de Fick

k.A

Mo,=— . AP
E

donde MO, es la velocidad de difusion de gas movido a través de las branquias
(en mmol . min™), k es la constante de difusién (en mmol . min™ . atm™), Aes el
area de la superficie de intercambio gaseoso (en mm?), E es el grosor promedio

de la barrera de intercambio de gas (en mm), y AP es el gradiente de presion

parcial para el gas a través de la superficie respiratoria (en atm . mm™).

La constante de difusion K (constante de Krogh) considera no sélo la simple
difusién fisica (D) sino ademas el coeficiente de solubilidad del medio adyacente
(B), entonces k = D . B. En soluciones acuosas donde el CO, es muy soluble, la
kCO. excede a la kO, en aproximadamente 25 veces. Por lo tanto, en los
intercambiadores gaseosos de los animales acuaticos, se considera a la difusion
del O,, méas que a la del CO,, como el factor limitante y a la captacion de O, el
factor prioritario en el disefio evolutivo de los sistemas respiratorios.

Segln la ecuacién de Fick, en los peces de hielo la velocidad de difusién
Mo, seria elevada porque aumentaria el gradiente de presion parcial para el gas

(AP) a través de la superficie respiratoria como consecuencia de forzar el paso

del agua para que la PO, se mantenga aita en la camara branquial, y dentro del
epitelio branquial, y asi facilitar la entrada de O a la sangre por difusion simple. A
su vez la alta tasa de perfusién mantiene baja la PO, del plasma en contacto con la
superficie respiratoria.

La capacidad de transporte de oxigeno medida en el plasma de los peces
de hielo es de 0.67 % (V/V), es decir, diez veces menos que las medidas en
nototénidos. Holeton (1970) ha registrado en sus experimentos con el pez de hielo
C. aceratus, un gradiente pronunciado de PO, a través de las branquias junto con
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un valor alto de PO, en el agua espirada, con el consecuente bajo porcentaje de
extraccion de O,. Estos hallazgos indican que la PO, dentro de las células
branquiales de los peces sin hemoglobina debe ser mucho mas aita que la
presente en su contraparte, es decir, en los peces con glébulos rojos.

Defensas antioxidan n s antarti
Una apreciable cantidad del radical anién superdxido (O2") deberia ser

producida dentro del tejido branquial de los peces de hielo debido a la alta PO,
presente dentro de sus células. El anién superéxido, al ser una especie con
cargas, no puede difundir a través de las branquias. En consecuencia, esta
especie activa del oxigeno debe ser convertida en peréxido de hidrégeno (H.0,)
dentro de las células branquiales por la enzima superéxido dismutasa. Nuestros
resuitados concuerdan con lo antes expuesto pues muestran que la actividad de
SOD branquial de los peces de hielo es 3 veces mas alta que la observada en los
nototénidos.

En su trabajo de 1994, Wilhelm Filho y otros, reportaron que la mayoria del
peréxido de hidrégeno producido es eliminado por difusién simple hacia el agua.
Por lo tanto, la difusién de esta molécula a través de las branquias pareceria ser el
mecanismo utilizado para mantener un bajo nivel en el estado estacionario de la
concentracion de esta especie reactiva del oxigeno en este tejido. Esta situacién
seria particularmente cierta para los peces de hielo que poseen altas tasas de
ventilacién branquial. Por ejemplo, el valor del area de superficie branquial de C.
aceratus es relativamente bajo, ofreciendo poca resistencia al flujo de agua y
permitiendo altas tasas ventilatorias. En proporcién, la extraccion de oxigeno del
agua branquial es baja, pero el gran volumen, que discurre a través de las
branquias, asegura que esta situacibn sea muy efectiva en el proceso de
oxigenacion de la sangre (Macdonald y otros, 1987). Nuestros resultados
muestran que las especies de canictidos estudiadas poseen muy bajos niveles de
actividad de catalasa branquial en comparacién con los observados en los
nototénidos. En este sentido, la teoria de la expresién coordinada de las enzimas
antioxidantes propuesta en trabajos anteriores, donde se sugiere que altos niveles
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de actividad de SOD se ven acompafados por altos niveles de actividad de las
enzimas que convierten H,O» (Harris, 1992; Cassini y otros, 1993), pareceria no
cumplirse para las enzimas branquiales de los peces de hielo considerados en el
presente trabajo. Mas aun, mientras la actividad branquial de SOD es
significativamente alta, las actividades de CAT y GPx son varias veces mas bajas
que en las branquias de los nototénidos. Por lo tanto, como ha sido mencionado
en parrafos anteriores, en los peces de hielo la concentracion alta de H,0,
producto de la actividad de SOD dentro de las branquias, deberia ser eliminada
hacia el agua por simple difusiéon sin ningun tipo de conversion enzimatica. La alta
tasa ventilatoria observada en los canictidos favorece dicha difusion.

Por el contrario, la actividad de SOD en la sangre de los nototénidos es
mucho mas alta que en los peces de hielo. Estos resultados concuerdan con el
hecho de que los nototénidos poseen una capacidad de transporte de oxigeno, 9 a
10 veces mayor que la de los canictidos (Holeton, 1970), debido a la acumulacién
de altas concentraciones de O, ligado a hemoglobina.

Aproximadamente el 33% del citoplasma de un giébulo rojo esta constituido
por hemoglobina. Cada uno de los cuatro grupos hemo de la hemogiobina esta
localizado en cada una de las cuatro subunidades proteicas. A medida que los
eritrocitos pasan por los canales de las laminillas secundarias de las branquias, la
mayoria de los anillos del hemo se coordinan con el O.. El hierro del anillo del
hemo de la desoxihemoglobina se encuentra como Fe?*. Cuando se produce el
ataque del oxigeno, se forma una estructura intermedia en la cual un electrén se
halla deslocalizado entre el ién hierro y el O;

hem - Fe*— 0, <«gummpp- hem - Fe (Ill) — O;”

La unién es de caracter intermedio entre la del Fe?* ligado al O, y la del
Fe () ligado al superéxido. Es muy comun, entonces, que la molécula de
oxihemoglobina sufra una descomposicién, se forme metahemoglobina (que es

incapaz de ligar O,) y se libere O;"

hem - Fe”’— 0, s~ hem - Fe (Ill) + Oy
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Estas son las razones por las que los eritrocitos deben protegerse del

estrés oxidativo originado por la formacién de Oz~ (Figura 13).

oxihemoglobina
., %0, +H,0
o : C
= 0"
hemoglobina >
V

metahemoglobina

H20

NADP*

NADPH

Figura 13. Proteccion de los eritrocitos contra el dafo oxidativo. MR, metahemoglobina
reductasa; SOD, Cu-Zn superéxido dismutasa; CAT, catalasa; GPx, glutation peroxidasa;
GR, glutatién reductasa; PPP, camino de las pentosas (primera enzima: glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa) (tomado de Halliwell y Gutteridge, 1999)

La actividad de SOD no mostré diferencia alguna dentro o entre las familias
en los demas tejidos estudiados (higado, corazén y musculo). Estas ultimas
observaciones difieren de aquellas reportadas por Cassini y otros (1993), quienes
han detectado alta actividad de SOD en los mismos tres érganos del nototénido
antartico Pagothenia bernacchii comparado con el pez de hielo Chionodraco
hamatus. Debe tenerse en cuenta que estas Ultimas especies fueron colectadas
en aguas del Mar de Ross, a menor profundidad, donde soportan temperaturas
cercanas al punto de congelacién del agua de mar, pues esa porcion de mar
antartico por lo general conserva su cobertura de hielo aun en verano.
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La actividad de las enzimas antioxidantes que toman al H,O, como sustrato,
también deberia ser menor en los tejidos de los canictidos que en los de los
nototénidos, considerando la posible difusion de H,O,, producto de la actividad de
SOD, hacia fuera de los eritrocitos en el ultimo grupo. En acuerdo a esta teoria, la
actividad de CAT observada en todos los tejidos analizados, excepto en musculo,
es mucho menor en los peces de hielo que en los nototénidos. Por otra parte,
exceptuando a las branquias, la actividad de GPx mostré variaciones
pronunciadas entre tejidos pero no entre familias.

La mayorfa de los peces antarticos poseen acumulos sustanciales de
lipidos, que se considera que juegan un rol primordial en la flotabilidad y en el
metabolismo aer6bico (Eastman y De Vries, 1982; Eastman, 1993). Estos
acumulos, en pequeiias gotas 0 en sacos lipidicos, sugieren que los acidos grasos
son el combustible principal para el metabolismo energético de estas especies.
Esta idea ha recibido soporte experimental directo a partir de los resultados de
investigadores como Sidell (1991) que, junto a Crockett (1993), han observado en
corazén, musculo rojo pectoral e higado de los nototénidos, que el metabolismo
energético aerébico depende principalmente de la oxidacién de acidos grasos no
saturados. La inclusion intracelular de lipidos cumple dos funciones adicionales
que también deberian ser consideradas (Sidell, 1991) y se pueden resumir de la
siguiente manera: (a) la presencia de gotas lipidicas puede aumentar la tasa de
difusién del oxigeno entre los capilares y las mitocondrias; (b) los lipidos
intracelulares funcionarian como el mayor reservorio de oxigeno, supliéndolo a las
mitocondrias frente a grandes variaciones en la concentracién del mismo durante
los cambios de actividad muscular.

El hecho de que los acidos grasos no saturados sean altamente
susceptibles al ataque de los radicales derivados del oxigeno, los cuales pueden
producir su peroxidacion a través de una cadena de reacciones oxidativas
(Roberfroid y Buc Calderon, 1995), podria estar relacionado con los relativamente
altos niveles de actividad de GPx en corazén y en higado, comparados con los de
musculo y branquias, en las especies que hemos estudiado. Por un lado, se sabe
que los hepatocitos del nototénido Dissostichus mawsoni poseen numerosas
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gotas lipidicas (Eastman, 1993), y por el otro, el corazén de los nototenoideos,
como ya ha sido mencionado, utiliza reservas de lipidos como combustible, lo que
aumentarfa en ambos casos el nivel de peroxidacion lipidica en estos 6rganos.

La vitamina E mostr6 pocas diferencias claras entre familias y entre los
distintos tejidos. En particular, los niveles de esta vitamina en musculo son
marcadamente altos en los canictidos comparados con los nototénidos. Este
hecho podria estar correlacionado con la alta densidad del volumen de las
mitocondrias por volumen de fibra muscular de los canictidos comparados con
otros peces de habitats similares (Johnston y otros, 1998). En los peces antarticos,
las miofibrillas del musculo rojo, implicado en la natacién sostenida, estan por lo
general ordenadas en bandas de una fibrila de espesor rodeada por
mitocondrias, reduciendo asi la distancia de difusién de los metabolitos. El
resultado neto es que aun en especies de muy baja velocidad de natacién, como
Pleurogramma antarcticum, el 50-60% del volumen de la fibra muscular esta
ocupado por mitocondrias (Johnston y otros, 1994). Las membranas bioldgicas, en
especial aquellas de las mitocondrias y el reticulo endoplasmatico (fraccién
microsomal), contienen grandes cantidades de acidos grasos poliinsaturados, los
cuales son susceptibles de ser peroxidados (Kornbrust y Mavis, 1980). Ademas,
una elevada cantidad de fosfolipidos no saturados de diversas clases incrementa
la fluidez y el buen funcionamiento de las membranas biolégicas a temperaturas
cercanas al punto de congelaciéon. La vitamina E, por su caracter lipofilico, se
localiza en la regién hidrofébica de las membranas y de las lipoproteinas. Actua
principalmente atrapando a los radicales peroxilo involucrados en las cadenas de
peroxidacion lipidica (Roberfroid y Buc Calderon, 1995).

La técnica de TRAP, como ha sido explicada en la seccion correspondiente
a materiales y métodos, fue desarrollada principalmente para detectar la
capacidad antioxidante asociada a moléculas hidrosolubles. Por lo general esta
técnica ha sido utilizada para evaluar la cantidad y calidad de los antioxidantes
presentes en muestras de plasma bajo distintas condiciones experimentales y, en
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menor medida, ha sido empleada para evaluar el contenido total de antioxidantes
presentes en otros fluidos (saliva, fluido cerebroespinal, fluido seminal,
homogenatos y fracciones citosélicas de cerebro, higado, corazén y ridén). En
estos sistemas el valor de TRAP es muy diferente que el de plasma ya que es
poco influido por los niveles de acido urico de las muestras. Por ejemplo, mientras
en plasma el acido urico presente se correlaciona con mas del 40% del TRAP,
apenas es negligible su contribucién en el TRAP de las fracciones citosélicas de
los homogenatos. La evaluacion del TRAP en fracciones citosélicas permite una
rapida y simple evaluacion de las defensas hidrofilicas de diferentes tejidos. En
estos sistemas se considera que los valores de TRAP estan principalmente
determinados por la concentracion de glutation (Romay y otros, 1996). Ademas de
su funcion como cofactor para la actividad de la familia de las glutation
peroxidasas, el glutatién reducido esta implicado en otros procesos metabblicos,
incluyendo el metabolismo del acido ascérbico. Los valores de TRAP que hemos
obtenido en higado y corazén de las distintas especies estudiadas, reflejan en
parte la contribucion de GSH como cofactor de la GPx. Los valores mas bajos de
GPx observados en el musculo de los canictidos coinciden con los valores mas
bajos de TRAP para el mismo tejido y, en el caso del musculo de los nototénidos,
esta técnica no fue lo suficientemente sensible.

Es bien conocido que un compuesto hidrosoluble como el acido ascérbico
(vitamina C) participa en la regeneracion del poder antioxidante de la vitamina E
(Figura 14). Deberia esperarse entonces una respuesta coordinada en los niveles
de ambos compuestos antioxidantes. Nuestros resultados mostraron altos valores,
tanto para los niveles de la vitamina E como para el TRAP, en higado y corazon
de N. rossii en comparacién con las otras especies estudiadas.

En el musculo de los canictidos también se veria esta coordinacion entre el
valor de TRAP aumentado y el alto contenido de vitamina E registrado (2 a 4
veces mas que en los nototénidos). Esto responderia probablemente al
incremento observado en la densidad del volumen de las mitocondrias por
volumen de fibra muscular (Johnston y otros, 1998). Cabe recordar que en todas
las células aerdbicas, las cadenas de transporte de electrones son probablemente
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la fuente de produccién mas importante in vivo de anién superéxido. A niveles de
O, fisiolégicos, se ha sugerido que alrededor del 1-3% del oxigeno reducido en la

mitocondria puede formar O, . Por lo tanto, al haber una gran cantidad de

mitocondrias presente en las células musculares, como sucede en algunas
especies de peces de hielo, aumentaria la tasa de formacién de las especies
activas del oxigeno y la posibilidad de ataque a los lipidos que forman parte de
membranas (mitocondrial y citoplasmatica) con su consecuente peroxidacion.
Los niveles de vitamina C, entonces, se verian incrementados en musculo
actuando en la regeneracion de la vitamina E necesaria para neutralizar dicho
proceso oxidativo.
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Figura 14. Efecto cooperativo entre el acido ascérbico (vit C) y el a-tocoferol (vit E).
LH: lipido no saturado, R’: cualquier radical sin cargas (OH’, alcoxilo, etc) (tomado de

Roberfroid y Buc Calderon, 1995).
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Estructura y morfometria branquial
A grandes rasgos, la morfologia branquial de la laminilla secundaria, sitio en

donde se produce el intercambio gaseoso, no difiere demasiado entre los
nototenoideos estudiados en el presente trabajo. Si se aprecian diferencias en el
epitelio simple que recubre a las laminillas de los peces de hielo, el cual aparece
como ondulado en la superficie apical. Estas observaciones concuerdan con las
tomadas en C. aceratus por Hughes y Byczkowska-Smyk (1974), quienes
observaron al microscopio electrénico que la superficie externa, del epitelio de la
laminilla secundaria de la branquia, era lisa y sin microvellosidades distintivas
aunque tenia ondulaciones. En los nototénidos este epitelio aparece
completamente liso.

En comparacién con peces de aguas templadas, el unico hecho destacable
es la presencia de algunas células mucosas en la laminilla secundaria de algunas
especies de nototenoideos como D. eleginoides. Restaria saber si esta situacion
esta relacionada con la funcion respiratoria de la laminilla a temperaturas por
debajo de cero grado.

En los canictidos, la ausencia de hemoglobina no se refleja en alguna
alteracion estructural de la morfologia branquial (Steen y Berg, 1966). La entrada
de oxigeno a través de la piel, sin escamas, podria tener un peso importante en
estos organismos (Ruud, 1965, Hemmingsen y Douglas, 1970), aunque esta
alternativa funcional aun genera controversias (Eastman, 1993).

Comparando los datos de las distancias de difusion entre la sangre y el
agua en las laminillas secundarias, que varian entre 2.11 y 6 um (Resultados,
Tabla 6), con los presentados por Hughes (1984), se concluye que los
nototenoideos estudiados entran dentro del rango de medidas tipico observado en
los tele6steos marinos. En la revision de Hughes se utiliza como estandar de
peces relativamente inactivos la media de la distancia sangre—agua de 5 especies
de pleuronéctidos y soleidos (peces del tipo de los lenguados), que muestra
valores que varian entre 28 y 56 pym. En el otro extremo de actividad, las
distancias en escoOmbridos, como los atunes y los “mackerels”, que varian entre
los 0.6y 1.2 um.
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Entre los nototenoideos el aumento en el grosor de las laminillas
secundarias es ontogénico, es decir, las laminillas se van engrosando a medida
que el pez crece. Los datos de las distancias correspondientes a alevinos (0.4 um)
y juveniles (1.6 uym) de N. rossii medidos por Westermann y otros (1984) y los
observados por nosotros en adultos (4.72 pm), muestran una correlacién con el
cambio de habito de pelagico a béntico que experimentan los individuos de esta
especie a lo largo de su ciclo de vida.

Existe ademas, una relacion inversa entre el grosor del epitelio de las
laminillas secundarias y el nivel de actividad del pez. A mayor nivel de actividad
aumentan los requerimientos metabdlicos de oxigeno, que necesita forzosamente
ser incorporado al organismo con mayor rapidez y la distancia de difusion agua-
sangre se hace mas corta (Steen y Berg, 1966). De las especies que hemos
estudiado, los peces mas activos, de habito pelagico (D. eleginoides) o
semipelagico (C. gunnan), poseen distancias de difusibn mas cortas que los
menos activos, de habito béntico (C. aceratus, P. georgianus y N. rossii)
(Eastman, 1993).

Es interesante remarcar el hecho de que las branquias de las especies de
peces estudiadas posean niveles de actividad de las enzimas antioxidantes similar
al observado en los tejidos metabblicamente activos como musculo, higado y
corazon. Considerando que gran parte del tejido branquial esta formado por
células delgadas con escasa actividad metabélica, que permiten un efectivo
intercambio de gases, la presencia de aita actividad de SOD en las branquias de

los canictidos, no puede responder a la alta tasa de produccion de O, a partir de
la cadena respiratoria, se puede inferir entonces que la elevada actividad de esta
enzima debe contrarrestar la formacién de O, debida al marcado gradiente de

PO, generado en las branquias de estas especies como se habia sugerido antes.
Por otra parte, las branquias de los nototénidos, también, poseen valores de
actividad de CAT y GPx similares a los observados en tejidos metabdlicamente
activos antes mencionados. Mas aun, la actividad branquial de GPx fue mas alta
que la de mauasculo. Esto se corresponde con la necesidad de convertir
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rapidamente el H,O, formado por la dismutacién del O,”, en las branquias y en los

eritrocitos, evitando de esta manera dafos posteriores. En estos peces, como ya
se ha mencionado, la presencia de hemoglobina en los eritrocitos hace que las
células del epitelio branquial no requieran de un gradiente interno de oxigeno
elevado y por lo tanto la tasa de ventilacion de estas especies debe ser menor que
en los canictidos. En estas condiciones, la simple difusion del H2O2 hacia el
exterior se tornaria mas lenta con la consecuente acumulacion dentro del tejido.






Conclusiones

Del analisis de los resultados podemos concluir que:

El sistema de defensa enzimatico antioxidante de las branquias muestra
diferencias entre las familias en el manejo de las especies activas de oxigeno

formadas in situ (O2”) o provenientes de eritrocitos adyacentes al epitelio branquial

(H202) (Figura 15). Mientras en los canictidos la SOD juega una funcién
fundamental en la detoxificacion de las células del epitelio branquial, en los
nototénidos el peso de esta funcién recae principalmente en la CAT y la GPx.

La morfologia y la morfometria branquial concuerda con el grado de
actividad desarrollado por cada especie de pez independientemente de la familia a
la que pertenezca. Peces mas activos como D. eleginoides (de habito pelagico) y
C. gunnari (de habito semipelagico), poseen laminillas secundarias con epitelios
finos que permiten una rapida captacion y vehiculizacién del O.. Peces menos
activos, de habito béntico, como N. rossii, C. aceratus y P. georgianus, poseen
laminillas secundarias gruesas.

El epitelio branquial de las laminillas secundarias de los peces antarticos
presenta actividad de las enzimas antioxidantes comparable con la de otros tejidos
metabélicamente mas activos como el higado, el musculo y el corazén.

La vitamina E y la capacidad antioxidante total se expresan en forma
coordinada y responden a la presencia significativamente alta de acidos grasos
no saturados en los distintos tejidos de los peces antarticos. De esta manera, tanto
la vitamina E como los antioxidantes hidrosolubles, como el acido ascérbico y el
glutatién, aseguran la proteccion contra la peroxidacién de lipidos y preservan el
buen funcionamiento de las membranas biolégicas.

it
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Figura 15. Esquema del sistema antioxidante enzimatico en branquias de peces antarticos.
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Apéndice

Oxigeno Disuelto en Superficie (mi/1)
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Apéndice

Oxigeno Disuelto a 75 metros (ml/l)
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Figuras 1 a 4. Curvas de oxigeno disuelto en agua de mar de los alrededores de las islas
Georgias del Sur en la campana 1995 (Tosonotto, 2000).
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