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Resumen: Las aves marinas pueden ser utilizadas como
bioindicadoras de las alteraciones del ambiente en que residen,
identificandose en ellas distintos biomarcadores, que no informen
sobre los niveles cuantitativos de contaminantes sino sobre los efectos
adversos subclinicos que dichos agentes pueden causar. En el presente
trabajo se han analizado los niveles de Malondialdehido (MDA) y de
actividad Glutation-S-Transferasa (GST) en muestras de higado y
rifion de 30 alcatraces (Morus bassanus) procedentes de las costas de
Galicia, como posibles indicadores de estrés oxidativo en las aves.
Ademas, se ha determinado la influencia de dos factores enddgenos
(sexo y edad) sobre los niveles de estos biomarcadores. En higado los
valores medios de MDA obtenidos fueron de 0,508+0,502 nmol/mg
proteina, mientras que en rifion fueron de 15,67+12,18 nmol/mg
proteina. La actividad GST media en higado fue de 10,93+7,067
nmol/min/mg proteina, mucho menor que la media de los valores en
rifién, que fue 62,30+26,97 nmol/min/mg proteina. En cuanto a las
variaciones respecto a la edad, solo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en rifiéon en la actividad GST, siendo
mayor la actividad de esta enzima en alcatraces adultos que en
inmaduros. Por su parte, el factor sexo no influyé en los niveles de
ninguno de los biomarcadores considerados. Los resultados obtenidos
apuntan a que ambos biomarcadores podrian ser de utilidad en
programas de biomonitorizacion de contaminacion ambiental
centrados en el alcatraz, aunque serian necesarios estudios que
consideren un mayor nimero de animales, incorporando un abanico
mas amplio de biomarcadores.
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Abstract: Influence of endogenous factors (age and sex) on the
levels of oxidative stress biomarkers in Northern gannet (Morus
bassanus).

Seabirds can be used as bioindicators of changes in the environment in
which they live, identifying different biomarkers in them, which do not
provide information on the quantitative levels of contaminants, but on
the subclinical adverse effects that these agents can cause. At the
present study, the levels of Malondialdehyde (MDA) and glutathione-
S-transferase (GST) activity in liver and kidney samples of 30 gannets
(Morus bassanus) from the coast of Galicia have been determined, as
suitable biomarkers of oxidative stress on birds. In addition, the
influence of two endogenous factors (sex and age) on the levels of these
biomarkers has been determined. In the liver, the mean values of MDA
were 0.508 £ 0.502 nmol/mg protein, while in kidney they were 15.67
+ 12.18 nmol/mg protein. On the other hand, mean GST activity in the
liver was 10.93 + 7.067 nmol/min/mg protein, much lower than the
mean activity values found in kidney, which were 62.30 + 26.97
nmol/min/mg protein. Regarding the variations with respect to age,
statistically significant differences were only found in the kidney in
GST activity, the activity of this enzyme being higher in adult gannets
than in immature ones. Secondly, the gender factor did not influence
the levels of any of the biomarkers considered. The obtained results
indicate that both biomarkers could be useful in biomonitoring
programs of environmental contamination focused on the gannet,
although studies that consider a larger number of animals,
incorporating a broader range of biomarkers, would be necessary.
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Introduccion

La contaminacion ambiental es uno de los problemas de mayor
importancia a escala global, de tal forma que en actualidad no se puede
asumir la existencia de algiin lugar libre del impacto que ha generado el
desarrollo del ser humano. En este sentido, la biomonitorizacién ocupa
un lugar destacado, siendo una herramienta basica ampliamente
utilizada para evaluar el grado de contaminacion de los ecosistemas
(Kalisinska et al., 2012). Dentro de este ambito, la necesidad de
cuantificar la exposicion a los xenobidticos y su potencial impacto en
los organismos vivos, incluido el ser humano, se lleva a cabo mediante
el empleo de los llamados biomarcadores (Gil y Pla, 2001). Uno de los
biomarcadores de mayor aplicaciéon en estudios toxicoldgicos es la
actividad de la enzima glutation S-transferasa (GST), enzima de
biotransformacion en fase Il que sirve como biomarcador de estrés
oxidativo, al estar evidenciada su induccion frente a la exposicion a
diversos xenobidticos causantes de este grave efecto organico (Tomza-
Marciniak et al., 2013). Por otro lado, el malondialdehido (MDA) es
uno de los biomarcadores de peroxidacion lipidica mas utilizado, cuyos
niveles se incrementan como consecuencia de una sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno, EROs, cuya alta reactividad puede
conducir a la alteracion de procesos fisiologicos (Rendén von Osten,
2005).

Tanto estos como otros biomarcadores han sido tenidos en cuenta en
distintos estudios ecotoxicologicos realizados en aves (Bjedov et al.,
2021). Estos organismos estan especialmente expuestos a los mas
diversos contaminantes como consecuencia de su elevada dispersion,
siendo ampliamente considerados en multiples programas de
biomonitorizacion y, en definitiva, constituyendo unos excelentes
bioindicadores de la contaminacion ambiental (Nardiello et al., 2019).
Dentro de este amplio grupo, destacan las aves marinas, por su elevada
posicion en la cadena trofica de los ecosistemas marinos, y su estrecha
relacion con el agua, ademas de poseer una marcada tendencia a la
acumulacion de contaminantes, siendo por tanto un fiable reflejo del
estado ecotoxicologico en que se encuentra el ecosistema marino
(Diamond y Devlin, 2003; Vera et al., 2016).

A pesar de que estos animales son de gran relevancia para la realizacion
de estudios de biomonitorizacion ambiental (debido a la alta
representatividad de los datos en lo que se refiere a la contaminacion de
los ecosistemas acuaticos), puede ser complicado el propio proceso de
muestreo (Burger y Gochfeld, 1997). Este es el caso del alcatraz (Morus
bassanus), una especie de ave migratoria de gran tamafo que se
encuentra especialmente ligada al mar. Se trata de un animal longevo
cuya distribucion tiene lugar a lo largo de las zonas costeras del océano
Atlantico. Pero conviene resaltar que su habito dietético, basado
fundamentalmente en peces, le hace estar especialmente expuesto a un
gran niumero de contaminantes (SEO, 2018).

Con estas consideraciones, el objetivo principal del presente estudio ha
sido determinar los niveles enddgenos de dos biomarcadores de estrés
oxidativo (GST y MDA) en higado y rifon de poblaciones salvajes de
alcatraces (Morus bassanus) procedentes de las costas de Galicia, asi
como establecer la influencia de dos factores endogenos (edad y sexo)
sobre los parametros bioquimicos estudiados. El interés final de todo
ello es validar correctamente estos biomarcadores para su futuro uso en
posibles programas de biomonitorizacién centrados en la especie de
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eleccion.
Materiales y métodos
Recoleccion de muestras

Las muestras bioldgicas empleadas en el presente estudio proceden de
30 ejemplares de alcatraz (Morus bassanus) recuperados durante los
afios 2017/18 varados en las costas gallegas. Estos animales fueron
remitidos a diferentes centros de recuperacion de fauna silvestre de la
Comunidad Autébnoma de Galicia, donde fallecieron al poco de su
ingreso (<48 horas). Para la obtencion de las muestras se llevo a cabo
la necropsia de los animales, extrayéndose los tejidos internos al
completo (higado y rifién). Dichas muestras, perfectamente
identificadas y clasificadas en funcidon del sexo (15 machos y 15
hembras) y la edad (16 pollos y 14 adultos), fueron remitidas en
adecuadas condiciones de transporte a la Unidad de Toxicologia de la
Facultad de Veterinaria de Caceres, donde se almacenaron a -80°C
hasta su posterior analisis bioquimico.

Andalisis bioquimico
Se pesaron 0,5 g de cada organo aislado, y dicha muestra se
homogeneizo (1:10 p/v) mediante un homogeneizador de vastago, en

tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4). Seguidamente el homogeneizado se
centrifugd a 12000 rpm durante 20 minutos.

Se determiné la concentracion total de proteina a través del método
descrito por Bradford (1976), basado en un cambio de color del
colorante Coumasie brilliant Blue G-250 en funcién de las diferentes
concentraciones proteicas presentes en la muestra, medible a una
absorbancia de 595 nm.

La determinacion de la actividad GST se realizé de acuerdo con el
protocolo desarrollado por Habig et al. (1974), basado en un proceso
catabolico de las enzimas presentes en la muestra, midiéndose la
conjugacion del 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) con el glutation
reducido (GSH). Todas las determinaciones fueron realizadas por
triplicado, utilizando un blanco como control negativo, al que se
adicion6 tampon en lugar de muestra. La lectura de la placa se realizo
midiendo la absorcion del conjugado CDNB-GSH
espectrofotométricamente a 340 nm, cada 30 segundos durante 5
minutos para analizar la cinética de la enzima. La actividad enzimatica
especifica se determiné utilizando el coeficiente de extincion molar de
9,6 mM! cml.

Para la determinacion de la concentracion de MDA (producto de la
degradacion metabolica del dafio oxidativo producido durante la
peroxidacion lipidica) en el tejido hepatico y renal, se siguio la técnica
descrita por Recknagel (1982). Las muestras fueron previamente
precipitadas con acido perclorico al 70%, y se centrifugaron a 4000
rpm durante 15 minutos y 4 °C. Esta técnica consiste en la reaccion del
MDA con el acido tiobarbitirico (TBA), que forma aductos
cromogenos y fluorescentes de MDA-TBA muy estables (Estepa et al.,
2001). En este caso, la lectura de la placa se realizé a una absorbancia
de 550 nm.

Analisis de los datos

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el programa
informatico GraphPad Prism version 9. Para determinar si los datos
introducidos cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianza se realizo el test de Shapiro-Wilk. Tras comprobar que los
datos no presentaban una distribucion normal se llevé a cabo un estudio
no paramétrico.

Se realizd una evaluacion global de los datos obtenidos a partir de las
muestras de higado y rifién, usdndose la prueba de Wilcoxon para
variables con individuos apareados. A continuacién, se procedié a
realizar el estudio estadistico para variables con dos subgrupos de
estudio (distinguiendo en este caso las variables edad y sexo), para lo
que se utilizo la prueba U de Mann Whitney. Por tltimo, se realizé un
estudio de correlaciones mediante el test no paramétrico de Spearman.
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El grado de significancia se asumi6 en un p-valor 0,05.
Resultados y discusion

Al cuantificar los niveles de la actividad GST global en funcion del
organo considerado, rifion e higado, se obtuvo una concentraciéon media
de 62,30+£26,97 y 10,9347,067 nmol/min/mg proteina, respectivamente.
Los estadisticos descriptivos mas destacables para este biomarcador
pueden ser observados en la Tabla 1. En este sentido, éste es el primer
estudio que determina los niveles de biomarcadores de estrés oxidativos
en alcatraces, asociado a la escasa literatura sobre los efectos que
producen diferentes xenobidticos en las aves marinas en general. No
obstante, los resultados obtenidos han sido comparados con estudios de
naturaleza similar realizados en diferentes especies de aves. Por
ejemplo, en el estudio realizado por Hernandez-Moreno et al. (2021),
analizaron la actividad GST en higado y rifion de pardela capirotada
(Ardenna gravis) procedente de Irlanda, observando un mayor valor
medio de esta enzima en higado (84,37 nmol/min/mg de proteina), y un
menor valor medio en rifién (45,25 nmol/min/mg de proteina) con
respecto al presente estudio. Por otra parte, en el estudio realizado por
Mateo y Hoffman (2001) en gansos de Canada (Branta canadensis) y
anades reales (Anas platyrhynchos) se cuantificaron valores muy
superiores de actividad GST en higado (957 y 328 nmol/min/mg
proteina, respectivamente). Es interesante resaltar que en ese estudio la
diferencia entre los valores de actividad GST en ambas especies se
asocid mas a la diferencia de peso corporal y una mayor actividad de
esta enzima en los gansos que a posibles fuentes diferentes de
exposicion a contaminantes.

Tabla 1. Principales estadisticos descriptivos de la actividad GST
(nmol/min/mg proteina) en higado y rifién de alcatraz.
Higado (n=30) Riién (n=30)

Media 10,93 62,30

Desviacion estandar 7,067 26,97

Error estindar 1,290 4,924

Mediana 9,033 56,30

Minimo 2,747 26,77

Maximo 33.32 140.4

En el estudio realizado por Espin et al. (2016), se evalu¢ la actividad
GST en sangre de dos especies de gaviota, picofina (Larus genei) y de
Audouin (Ichthyaetus audouinii), observando diferencias significativas
entre ambas especies (6,81 y 8,24 nmol/min/mg proteina,
respectivamente). Para esta ultima especie los autores sugirieron que los
niveles de actividad GST se podian asociar a una exposicion relevante
a cadmio. A su vez, estos mismos autores en 2014, ya habian observado
que los valores de actividad GST en sangre de buitres leonados (Gyps
fulvus) de dos zonas del sureste de Espafia, presentaban diferencias
significativas, siendo de 7,26 y 9,79 nmol/min/mg proteina. Este Gltimo
resultado fue interpretado como una respuesta protectora frente a los
niveles de MDA mas altos, ya que estos mecanismos pueden contribuir
juntos a la depuracion de EROs, y aliviar de esta forma el dafio
oxidativo (Espin et al., 2014). En ambos casos, los valores mencionados
fueron muy inferiores a los obtenidos en el presente estudio.

Otros estudios analizaron los niveles de actividad GST en sangre de dos
especies diferentes de aves, papamoscas cerrojillo (Ficedula hypoleuca)
(Espin et al., 2017), y carbonero comun (Parus major) (Sanchez-
Virosta et at., 2020), procedentes de una zona contaminada por metales
pesados de Finlandia. En todo caso, los valores obtenidos tanto en
papamoscas cerrojillo (0,0041 y 0,0028 umol/min/mg proteina) como
en carbonero comun (0,0018, 0,0019, 0,0024 y 0,0017 umol/min/mg
proteina, realizado en cuatro gradientes de contaminacioén) fueron
menores que los valores observados en el presente estudio.

Influencia de la edad

Con respecto a la variable edad, en el caso del higado los animales
inmaduros presentaron valores ligeramente superiores de actividad
GST, sin llegar a observarse diferencias estadisticamente significativas
(Figura 1). Sin embargo, en el caso del rifion si se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p <0 ,05), encontrando
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valores superiores de actividad GST en individuos adultos que en
inmaduros.
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Figura 1. Estudio comparativo de los niveles de actividad GST (nmol/min/mg
de proteina) en higado y rifién de alcatraces en funcion de la edad.

Esta influencia de la edad esta en concordancia con lo obtenido por
Espin (2013) en buho real (Bubo bubo), en el que se determind una
actividad GST de 10,19 nmol/min/mg proteina en pollos, y ligeramente
superior en el caso de adultos (11,98 nmol/min/mg proteina), pudiendo
considerarse que un mayor valor de actividad GST en el higado de los
individuos adultos se asociaria a un aumento de la exposicion a
contaminantes.

Influencia del sexo

En cuanto a la variable sexo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de actividad GST de
machos y hembras, siendo estos valores muy similares para un mismo
organo, como se puede observar en la Figura 2. Resultados similares
se observan en el estudio desarrollado por Stepanova et al. (1999),
donde se determind la actividad GST en gaviota tridéctila (Rissa
tridactyla) comparando entre individuos machos y hembras. Para estos
autores los valores medios obtenidos fueron de 287 y 288 nmol/min/mg
proteina respectivamente, no habiendo apenas diferencias entre ambos
Sexos.
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Figura 2. Estudio comparativo de los niveles de actividad GST (nmol/min/mg
de proteina) en higado y rifién de alcatraces en funcion del sexo. *: diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05).

MDA

Los valores globales medios de MDA cuantificados en las muestras de
higado fueron de 0,508 nmol/mg proteina, mucho menores que la
media de los valores obtenidos en rifion (15,67 nmol/mg proteina)
(Tabla 2). Cabe mencionar que para interpretar estos datos se deben
tener en cuenta diversos factores que puedan influir en los niveles de
estrés oxidativo de las aves, como pueden ser los lugares de
procedencia, la posible exposicion a contaminantes ambientales (tales
como compuestos organicos persistentes, metales pesados...) o la

alimentacion recibida.

Tabla 2. Principales estadisticos descriptivos de los niveles de MDA
(nmol/mg proteina) en higado y rifién de alcatraz.
Higado (n=30)

Riiién (n=30)

Media 0,508 15,67
Desviacion estandar 0,502 12,18
Error estandar 0,092 2,224
Mediana 0,390 12,10
Minimo 0,021 5,181
Maximo 2,272 56.74

En el estudio realizado por Hernandez-Moreno et al. (2021) se
analizaron los niveles de, entre otros biomarcadores, el MDA, tanto en
higado como en rifion de pardela capirotada (Ardenna gravis)
procedente de Irlanda, observando un mayor valor medio de MDA en
higado (7,24 nmol/mg proteina), y un menor valor medio en rifion (3,44
nmol/mg proteina) con respecto a los datos obtenidos en el presente
estudio.

Por otra parte, Larcombe et al. (2008) realizaron un estudio para ver los
efectos de la suplementacion antioxidante a corto plazo sobre el estrés
oxidativo y el rendimiento de vuelo en periquitos adultos
(Melopsittacus undulatus). Los niveles iniciales de MDA plasmatico
basal antes del inicio del experimento fueron de 0,237 nmol/ml. En un
estudio similar realizado por Isaksson et al. (2009) en carbonero comtn
se obtuvieron niveles medios de MDA superiores en tejido pulmonar
(25,12 nmol/mg proteina) a los observados en el presente trabajo. Todos
estos datos permiten comprobar la gran variabilidad en los valores de
este biomarcador, tanto interespecies como entre los diferentes 6rganos
considerados.

Influencia de la edad

Con respecto a la variable edad, se cuantificaron valores mas elevados
en individuos inmaduros en el caso del higado, y de forma contraria en
el caso del rifién (Figura 3). Sin embargo, para ninguno de los 6rganos
considerados se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 3. Estudio comparativo de los niveles de MDA (nmol/mg de proteina)
en higado y rifidn de alcatraces en funcion de la edad.

En el estudio realizado por Alonso-Alvarez et al. (2009) en perdices de
patas rojas (4lectoris rufa) en las que se tomaron muestras de sangre de
animales de diferentes edades, los ejemplares de edades intermedias
mostraron una menor peroxidacion de lipidos en sus eritrocitos
(alrededor de 25 nmol/g) frente a los animales jovenes (1 afio) y los mas
viejos (8 afios), los cuales presentaron casi los mismos niveles,
alrededor de 27 nmol/g. Igualmente, en otro estudio realizado por Bize
et al. (2008) en vencejo real (Tachymarptis melba), la resistencia
femenina al estrés oxidativo (medida como valores de MDA) aumentd
entre los 2 y 4 afios y alcanz6 una asintota entre 5 y 10 afios antes de
disminuir a edades mayores (efecto significativo de la edad). De forma
inversa, la resistencia masculina al estrés oxidativo aumentd
linealmente con la edad y no mostré una disminucion significativa en
las edades mayores. A diferencia de los dos trabajos anteriores, en otro
estudio realizado por Hoffman et al. (2011) en pollos y adultos de cria
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y precria de golondrinas de mar (Sterna forsteri) y en adultos de precria
de pagaza piquirroja (Hydroprogne caspia) en la bahia de San
Francisco (California), se encontré un aumento significativo de la
peroxidacion lipidica en tejido cerebral de animales adultos de cria, a
diferencia de las crias en las que los niveles fueron menores.

Influencia del sexo

En el caso de la variable sexo, se observd que los valores de MDA en
el higado de machos son menores que en hembras, y de forma contraria
sucede en el caso del riiidn, donde los niveles de MDA son superiores
en machos. Cabe destacar que en ninglin caso se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre machos y hembras para un mismo
organo (Figura 4).
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Figura 4. Estudio comparativo de los niveles de MDA (nmol/mg de proteina)
en higado y rifién de alcatraces en funcion del sexo.

En el estudio ya mencionado, desarrollado por Larcombe et al. (2008)
sobre los efectos de la suplementacion antioxidante a corto plazo sobre
el estrés oxidativo y el rendimiento de vuelo en periquitos adultos se
observo la ausencia de una influencia del sexo sobre dichos valores. A
diferencia de Saunes (2011), quien analizo MDA en tejido hepatico de
hembras de eider comtn (Somateria mollissima), obteniendo en éstas
valores de 17,31 nmol/mg proteina, niveles muy superiores a los
cuantificados en el presente trabajo. Ademas, en el estudio realizado
por Alonso-Alvarez et al. (2009) en perdices de patas rojas, en el que
se tomaron muestras de sangre de animales de diferentes edades, el
MDA se asoci6 significativamente con el éxito de eclosion en las
hembras. Este dato sugiere que las hembras capaces de producir huevos
con mayores probabilidades de eclosion sufrieron una mayor
peroxidacion lipidica en sus eritrocitos. Por ultimo, Mooradian (1993)
obtuvo resultados completamente diferentes en un estudio en el que se
comprobo la capacidad antioxidante de los estrogenos, cuantificando
niveles estadisticamente significativos mas bajos de MDA en higado
de hembras con respecto a los machos.

Correlaciones

Con respecto al estudio de correlaciones, se realizé un analisis de los
datos para hallar una posible correlacion entre los dos biomarcadores
objeto del estudio tanto en rifion como en higado de alcatraces, en
funcion de las variables consideradas. Los resultados de significacion
obtenidos en los diferentes 6rganos individualmente no fueron los
suficientemente altos como para poder considerar que los valores de
los dos biomarcadores en ambos 6rganos estan correlacionados, como
muestra el coeficiente de correlacion de éstos (p>0,05). Ademas, se
analizaron las correlaciones existentes entre los diferentes
biomarcadores dentro de un mismo organo y, al igual que antes,
tampoco se observaron correlaciones estadisticamente significativas
entre éstos (p>0,05).

En cuanto a las correlaciones entre los dos biomarcadores en funcion
de la edad de los animales, en ambos 6rganos, no se obtuvieron
correlaciones estadisticamente significativas. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos en el caso del factor sexo de los animales,
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tanto en el higado como en el rifién.
Conclusiones

Se han cuantificado por primera vez los dos biomarcadores objeto del
presente estudio (niveles de MDA y actividad GST) en higado y rifién
de alcatraces (Morus bassanus) procedentes de las costas de Galicia.
Los niveles de los dos biomarcadores no se vieron afectados por el
factor sexo en ninguno de los 0rganos estudiados. En cuanto al factor
edad, solamente la actividad de la enzima GST mostr6 mayores niveles
en individuos adultos que en inmaduros, a un nivel estadisticamente
significativo. Los resultados obtenidos plantean el posible uso de estos
parametros en futuros estudios de biomonitorizacién ambiental, de tal
modo que pueda verse ampliada la bateria de biomarcadores, tanto en
estos como en otros drganos, para identificar efectos subclinicos que la
exposicion a diversos contaminantes ambientales pueda tener sobre la
especie de estudio.
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