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Resumen

Los organismos marinos son una fuente formidable de sustancias bioactivas con propiedades antioxidantes,
antibidticas, antitumorales y fotoprotectoras, entre otras. Estos compuestos pueden ser aprovechados en distintas
industrias, desarrollando técnicas de extraccion amigables con el medioambiente y econémicamente viables. Entre las
sustancias prometedoras y de aprovechamiento incipiente se encuentran el gadusol y los aminoacidos tipo micosporina
(MAAS) con potente actividad antioxidante y fotoprotectora. Estos compuestos son metabolitos secundarios de bajo peso
molecular, utilizados por diferentes organismos (microalgas, macroalgas, zooplancton, invertebrados y peces teledsteos)
como agentes protectores de la radiacion UV y del estrés oxidativo. En este contexto, el objetivo de este trabajo fue
estudiar la presencia de gadusol y MAAs en huevos de tres especies marinas de cultivo, pez limon (Seriola lalandi),
chernia (Polyprion americanus) y besugo (Pagrus pagrus) y analizar la actividad antioxidante para su potencial
utilizacion comercial. Las muestras de los huevos se obtuvieron de la estacién experimental de maricultura y del &rea de
“Biologia Experimental” del INIDEP. La identificacion y cuantificacién de los compuestos se realiz6 por espectroscopia
de absorcién UV-visible y cromatografia HPLC en fase reversa. La capacidad antioxidante total se determiné in-vitro en
términos de equivalentes Trolox (TEAC) evaluando la inhibicién de la absorbancia del cation radical del ABTS y a través
de la capacidad captadora de radicales libres estables coloreados como el DPPH, calculando la capacidad antioxidante
equivalente de &cido ascorbico (AEAC). En todas las especies evaluadas se evidencid el contenido de gadusol en
diferentes concentraciones, siendo mayoritario el contenido en extractos de huevos de besugo. Los resultados de la
cromatografia HPLC fueron compatibles con presencia de MAAs. La capacidad antioxidante mostré6 mayor actividad en
extractos de huevos de chernia, seguido de los huevos de besugo y pez limon. Estos resultados muestran la potencialidad
de los huevos de estas especies para la obtencién de extractos que contienen sustancias con actividad antioxidante y
fotoprotectora, propiedades que resultan de interés tecnoldgico en distintas industrias.

Palabras Clave

Gadusol, Aminoéacidos tipo micosporinas, Moléculas bioactivas

Introduccion

Los organismos marinos, como plantas, animales y microorganismos son una fuente formidable de
una gran variedad de productos naturales, que no es posible hallar en otros ambientes. Esto se debe a
que habitan entornos complejos que los hace generar una amplia diversidad de metabolitos primarios
y secundarios con propiedades bioactivas significativas. Dentro de ellos, existen proteinas, péptidos,
aminoacidos, acidos grasos, polisacaridos, pigmentos fotosintéticos, vitaminas, entre otros. Con
diversas propiedades de interés como antibioticas, antitumorales, antivirales, antioxidantes y
fotoprotectoras. Asimismo, se han descripto compuestos citotoxicos, insecticidas, sustancias
atrayentes y repelentes (Kiuru et al. 2014; Hamed et al. 2015).

Uno de los factores claves que afectan el contenido y la naturaleza quimica de los metabolitos que
estos organismos producen, son las condiciones ambientales a las que estan expuestos, tales como la
temperatura, salinidad, disponibilidad de oxigeno, exposicion a radiaciones, entre otros. En este
sentido, es importante mencionar que la mayor biodiversidad y productividad primaria (fotosintesis)
se encuentra en las capas superficiales correspondiente a las regiones fdticas. Los niveles de
radiacion solar bioldgicamente efectivos se extienden hasta al menos 20 m en agua de mar altamente
transparente y a pocos metros de profundidad en aguas costeras organicamente ricas, donde la
radiacion UVA (320-400 nm) penetra mas profundamente que los rayos UVB mas enérgicos (280-
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320 nm). Sumado a los factores ambientales, es posible que se induzca la formacion de radicales
libres y otros agentes oxidantes fuertes (Adams and Shick 1996; Hamed et al. 2015). Los efectos
perjudiciales de esta radiacion en los organismos marinos se han estudiado ampliamente a lo largo
del tiempo, y son diversos los sistemas que las diferentes especies han desarrollado para protegerse
de los mismos (Vergani et al. 2008; Hader 1991; Worrest 1982). Algunos organismos neutralizan o
revierten los dafios inducidos mediante mecanismos bioldgicos de reparacion, otros organismos
modifican su comportamiento reduciendo su exposicion al moverse mas profundamente en la
columna de agua durante los periodos de maxima irradiacion y/o pueden presentar sustancias
fotoprotectoras y antioxidantes (Adams and Shick 1996; Martinez-Alvarez et al. 2005).

Particularmente, larvas y huevos de peces que son de tamafio pequefio y traslicidos se hallan
completamente susceptibles a esta radiacion (Hunter et al. 1982). Sin embargo, la falta de dafio
oxidativo en los componentes estructurales y su estabilidad sugiere que sus células presentan
sistemas antioxidantes y fotoprotectores. Muchos estudios han demostrado la utilizacion de diversos
compuestos con estas propiedades como mecanismo de defensa, capturando los radicales libres de
oxigeno generados por estrés oxidativo, entre ellos se destaca el uso del gadusol y los aminoacidos
tipo micosporinas (MAAs) (Bedoux et al. 2020). Estos compuestos son metabolitos secundarios de
bajo peso molecular aislados de una amplia gama de organismos acuaticos: microalgas, macroalgas,
zooplancton, invertebrados y peces teledsteos, entre otros (Adams and Shick 1996; Shick and Dunlap
2002; Korbee et al. 2006). Sus niveles de actividad antioxidantes son diversos, el gadusol llega a
tener una actividad antioxidante, in-vitro comparable con la del &cido ascérbico (Arbeloa et al. 2010;
Wada et al. 2015; Torres et al. 2018). Entre los MAAs se hallan una gran diversidad de estructuras
quimicas. Los imino-MAAs contienen un anillo de amino-ciclohexenimina unido a un aminoacido,
amino alcohol o grupo amino, con maximos de absorcién entre 320 y 360 nm (como la Porphyra-334
y la Shinorina). Las oxo-MAAs presentan un grupo cetona en lugar de un grupo imino en el C1 de su
anillo esquelético, siendo la micosporina-glicina y la micosporina-taurina las Gnicas conocidas de
fuentes marinas. Estos Gltimos, pueden considerarse bases de Schiff (enaminocetonas) con maximos
de absorcion a 310 nm y presentan gran actividad antioxidante capaz de proteger contra el dafio
celular que altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) inducen en los organismos (Carreto
and Carignan 2011; Wada et al. 2015). Ademas, presentan otras caracteristicas destacables como la
intensa absorcion en el UV, alta fotoestabilidad y baja emision de fluorescencia, que las convierten
en efectivos agentes fotoprotectores UV (Losantos et al. 2015). Estas sustancias fueron encontradas
en distintos tejidos de organismos marinos (Plack et al. 1981; Sinha et al. 2007). Arbeloa y col.
2010, determinaron la presencia de gadusol en huevos de tres especies del mar argentino, merluza
comun (Merluccius hubbsi), chanchito (Pinguipes brasilianus) y salmén de mar (Pseudopercis
semifasciata), demostrando la presencia en las Ultimas dos y una actividad antioxidante superior al
estandar Trolox (Arbeloa et al. 2010). Ademas, se ha documentado que la proteccion es dependiente
de la concentracion de diferentes MAAs en el desarrollo embrionario y larvario (Shick and Dunlap
2002; Martinez-Alvarez et al. 2005).

En este contexto, el objetivo de este trabajo es estudiar la presencia de gadusol y MAAs en huevos
de tres especies marinas de cultivo, pez limon (Seriola lalandi), chernia (Polyprion americanus) y
besugo (Pagrus pagrus) y analizar la actividad antioxidante para su potencial uso industrial. En este
sentido, es importante mencionar que los compuestos naturales han entrado con fuerza en distintos
sectores productivos, y particularmente en la industria de los alimentos, en respuesta a una creciente
demanda de los consumidores por productos minimamente procesados y saludables.

Materiales y métodos
Muestras y metodologias de extraccion

Las muestras se obtuvieron de la estacion experimental de Maricultura y del Gabinete de Biologia
Experimental del INIDEP. Se recolectaron huevos de pez limoén (Seriola lalandi), chernia (Polyprion
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americanus) y besugo (Pagrus pagrus) en distintos dias de puesta. Los mismos fueron almacenados
en bolsas plasticas a -16°C hasta su posterior utilizacion.

Para la obtencién de los extractos, se utilizd el protocolo de Plack et al. (1981) con algunas
modificaciones. Para cada extraccion de las diferentes especies, 10 g de huevos se suspendieron en
40 mL de etanol absoluto y se homogeneizaron con un homogeneizador de vidrio tipo potter (luchi
Digital Homogenizer) por 10 minutos. ElI homogenato resultante fue sonicado por 10 minutos y se
dejo reposar por 48 hs a 5 °C. Luego de este periodo, la muestra fue centrifugada a 7000 rpm por 10
minutos Y filtrada, recuperando el sobrenadante. El solido remanente se resuspendi6é en 150 mL de
etanol 80% y se homogeneizd con sonicacion por 10 minutos. EI nuevo homogenato fue centrifugado
y filtrado una vez mas, y el sélido fue lavado con 50 mL de etanol 80%. Finalmente, se combinaron
los extractos filtrados para ser concentrados a un volumen final de aproximadamente 20 mL a presion
reducida en un rotavapor con bafio termostatizado a 40 °C. La solucion de color amarillo intenso
obtenida se transfirié a una ampolla de decantacion, donde se realizaron distintos lavados, uno con 20
mL de etanol absoluto, dos con 20 mL de cloroformo y finalmente se realiz6 un lavado con 20 mL de
agua ultrapura. Luego de una agitacion vigorosa, la ampolla se dejé decantar toda la noche a
temperatura ambiente para facilitar la separacion de las fases. La fase inferior (orgénica) fue
descartada y la fase acuosa se almaceno a -16 °C hasta su posterior utilizacion.

Determinacion de gadusol y MAAs

Para la determinacion de los compuestos de interés se realizd andlisis por espectroscopia UV-
Visible (Shimadzu UV-1800), reconociendo la presencia de gadusol por su méximo de absorcién a
268 nm (a pH &cido), con un corrimiento reversible a un maximo de 296 nm a pH bésico (Grant et al.
1980). Ademas, se realizd el analisis por cromatografia liquida en fase reversa (HPLC Shimadzu
CBM-20Aa, bomba LC-20AT, desgaseador DGU-20A3, automuestreador SIL-10AF y horno
columna CTO-10AS-VP) con una fase movil acuosa 0,35 M de acido acético (pH = 2,5), un detector
UV-Visible (Shimadzu SPD-20A) a 268 nm y una columna VP-ODS Shim-pack Shimadzu (150 mm
X 4,6 mm d.i. x 5 um) y pre-columna VP-ODS.

La determinacion de MAAs se realizd por HPLC en fase reversa, con flujo en gradiente,
utilizando fase movil A (solucién acuosa 0,2% &cido acético) y fase moévil B (metanol grado HPLC)
segun lo indicado en la Tabla 1. La deteccion se realiz6 a 310 y 334 nm, siendo la primera la longitud
de onda de absorcion de varias oxo-MAAs y la segunda, la maxima absorcion de Shinorina y
Porphyra-334 (Wada et al. 2015). Se utiliz6 un estdndar de estos Ultimos compuestos para
identificarlos segun su tiempo de retencién.

Tabla 1. Flujo en gradiente para determinacion por HPLC en fase reversa de MAAS

Tiempo (min) | % Fase A | % Fase B
0,0 100 0
6,0 100 0
6,5 95 5
11,0 95 5
11,5 50 50
16,0 50 50
18,0 100 0

Actividad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante total para todos los extractos se realizd por
determinaciones in-vitro en términos de equivalentes Trolox (TEAC) evaluando la inhibicion de la
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absorbancia del cation radical del ABTS (Re et al. 1999; Huang et al. 2005). También se evalud la
capacidad captadora de radicales libres estables coloreados del DPPH, calculando la capacidad
antioxidante equivalente de acido ascorbico (AEAC) (Brand-Williams et al. 1995; Lim et al. 2007).

Resultados
Gadusol

La presencia de gadusol fue determinada en los extractos obtenidos de las tres especies de peces
de distintos dias de puesta, pez limon (n = 2), chernia (n = 2), besugo (n =7). En todos los casos se
evidencio la presencia del mismo por su caracteristico corrimiento batocromico del espectro de
absorcion al aumentar el pH (Grant et al. 1980). El contenido se estimé con la absorbancia a 268 nm
a pH = 1,5, utilizando el coeficiente de extincion molar €265 = 12400 Mcm™ (Plack et al. 1981), los
resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Contenido de gadusol en extractos de huevos de diferentes especies

Extracto Contenido de gadusol
(mg/100g peso seco)
Pez Limodn (Seriola lalandi) 3,49 +0,50
Chernia (Polyprion americanus) 2,49 £ 0,20
Besugo (Pagrus pagrus) 5,35+ 0,72

Aminoacidos tipo micosporinas

Los resultados obtenidos por HPLC evidenciaron la ausencia de Shinorina y Porphyra-334 en los
limites de deteccion de esta técnica analitica. Sin embargo, se evidencié la presencia de algunas
sustancias con maximo de absorbancia a 310 nm, para los tres extractos, que podrian corresponderse
con la presencia de oxo-MAA:s.

Actividad antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante total evaluando la inhibicion de la absorbancia del
catién radical del ABTS, expresada en términos de equivalentes Trolox (TEAC), demostro para todos
los extractos una capacidad antioxidante inferior al estdndar de referencia (TROLOX). Siendo el
extracto de huevos de chernia el que presentaba mayor actividad antioxidante a los 60 minutos de
reaccion (Figura 1). En todos los casos se produce un aumento de la actividad antioxidante a lo largo
del tiempo.
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Figura 1. Comparativa de resultados de actividad antioxidante total evaluando la inhibicién de la absorbancia
del cation radical del ABTS, expresada en términos de equivalentes Trolox (TEAC)

Para el caso de la determinacion de la capacidad captadora de radicales libres estables coloreados
como el DPPH, se observaron resultados concordantes con el anterior. Los extractos de chernia
mostraron una mayor capacidad antioxidante expresada en equivalente de acido ascorbico (AEAC).
Para los extractos de huevos de pez limén y besugo las maximas concentraciones utilizadas no
permitieron hallar la decoloracion del 50% de DPPH, por lo que no es posible calcular su AEAC
(Tabla 3). Es necesaria la evaluacion de los extractos mas concentrados de estas dos especies para
lograr la correcta determinacion de la AEAC.

Tabla 3. Resultados de la determinacidn de la capacidad captadora de radicales libres estables coloreados como
el DPPH, expresada en capacidad antioxidante equivalente de acido ascorbico (AEAC)

Extracto AEAC
(mg AA/100g tejido)
Pez Limon (Seriola lalandi) <337
Chernia (Polyprion americanus) 3301
Besugo (Pagrus pagrus) <519

Discusion

Los resultados muestran diferencias en la concentracion de gadusol para los extractos de las
diferentes especies teniendo en cuenta el habitat de las mismas. Los extractos de besugo evidenciaron
una contraccion de gadusol un 53% mayor que los extractos de chernia y un 35% maés que los
extractos de pez limon. En Argentina, el besugo habita la region costera bonaerense, entre 10 y 50 m,
con dos areas principales de concentracion, entre 35° y 38°S y entre 39° y 41°S (Cousseau and
Perrotta 2013). En la bibliografia se reporta que los huevos de la misma pueden hallarse en la zona
planctonica de la columna de agua (Mihelakakis et al. 2001) siendo esta la region de mayor
penetracion de radiacion UV.

De manera similar, el pez limon es una especie peldgica costera que habita en aguas tropicales y
subtropicales, en varias regiones del mundo entre los 40°N y 40°S, entre 0-50 m de profundidad en la
columna de agua, asociandose generalmente con arrecifes rocosos. Especificamente en Argentina, se
han reportado en aguas de profundidades entre 20 a 36 m, 36°S y 38°S (Gillanders et al. 1999;
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Vergani et al. 2008; Cousseau and Perrotta 2013). Los huevos y las larvas también se localizan en la
zona planctonica de la columna de agua (Sumida et al. 1985), siendo los extractos de esta especie l0s
que mostraron la segunda mayor concentracion de gadusol.

Por ultimo, la chernia es una especie teledsteo demersal grande y longeva que habita las laderas de
las islas continentales y oceanicas de aguas templadas y subtropicales del norte y sur del océano
Atlantico, Mediterraneo, sur del indico y suroeste del Océano Pacifico (Peres and Klippel 2003). En
la region subtropical del sur de Brasil se hallan entre 120-450 m de profundidad, habitando
mayoritariamente a 300 m (Haimovici et al. 1994; Roncarati et al. 2014). En Argentina se ha
registrado hasta los 46°S aproximadamente, desde aguas someras hasta profundidades no mayores de
100 m (Cousseau and Perrotta 2013). No hay reportes bibliograficos que informen la profundidad a la
que se hallan larvas y huevos, siendo esta la especie que habita a mayores profundidades puede
entonces observarse una correlacion en cuanto a su menor contenido de gadusol.

En resumen, el besugo y pez limén son especies que se hallan mayoritariamente en los primeros
20 m de profundidad, siendo la zona fética por excelencia y por lo tanto, requieren de la presencia de
un fotoprotector para preservar los huevos y larvas de los dafios que podria generar la radiacion UV
que penetra en la superficie. Asimismo, la presencia del gadusol es necesaria por su actividad
captadora de radicales libres de oxigeno que puedan ser generados por estrés oxidativo debido a la
exposicion a factores ambientales diversos (Arbeloa et al. 2010), sin importar la region en la columna
de agua ddénde se hallen estas especies.

Por otro lado, si comparamos los resultados obtenidos en las determinaciones de gadusol, MAAs y
su respectiva capacidad antioxidante, observamos que los extractos de huevos de chernia presentan
una actividad antioxidante mayor para ambos ensayos, pero poseen el menor contenido de gadusol
(2,49 £ 0,20 mg/100g peso seco). Este resultado podria explicarse con la mayor presencia de
compuestos con absorbancia a 310 nm, observado por las determinaciones en HPLC, que podrian
corresponderse con oxo-MAAs (Wada et al. 2015) las cuales presentan una actividad antioxidante
superior que MAAs tales como Shinorina y Porphyra-334 (Bedoux et al. 2020). Sin embargo, es
necesario realizar mayores analisis, por ejemplo utilizando un HPLC acoplado a detector masa para
confirmar la presencia de estos compuestos. Comparativamente entre los extractos de las diferentes
especies se demuestra que todos los compuestos hallados en conjunto presentan su efectiva accion
ante el estrés oxidativo.

Conclusién

Estos resultados demuestran entonces, la potencialidad de estas especies de cultivo para la
obtencion de compuestos naturales con actividad antioxidante y fotoprotectora, propiedades que
resultan de interés tecnoldgico para dar valor agregado a los recursos marinos e identificar
oportunidades y estrategias para el desarrollo y el crecimiento econdémico utilizando de manera
integral y sustentable los recursos marinos.
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