Nuevos Avances en el Estudio de Fosfolipidos
Nutrimentales para Camaron

Hui Gong®*, Dong-Huo Jiang?, Addison L. Lawrence®, Mayra L. Gonzélez-
Félix®, Martin Perez-Velazquez®

&*Sygen International, 3033 Nashville Rd., Franklin, Kentucky 42135, USA.
®Shrimp Mariculture Project, Texas Agricultural Experiment Station, Texas A&M Phone:
(270) 598-7455, Fax: (270) 586-0312, E-mail: hui.gong@sygeninternational.com
University System, 1300 Port Street, Port Aransas, Texas 78373, USA.
‘Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas, Universidad de Sonora,
Rosales y Nifios Héroes s/n, A.P. 1819 C.P. 83000, Hermosillo, Sonora, Mexico.

Resumen

La suplementacion dietética (1.6-5%) de fosfolipidos es necesaria para el crecimiento de varias especies de
camaron en los estadios larval y juvenil, asi como para su incorporacion a 6rganos reproductivos durante la
maduracién sexual.

Las investigaciones recientes sefialan que: 1) hay una interaccidn significativa del efecto de los fosfolipidos y el
colesterol dietético sobre el crecimiento de camar6dn; 2) una provision suficiente de fosfolipidos aporta el
requerimiento de colina para crecimiento y no viceversa; 3) no se ha detectado una interaccion significativa del
efecto de los fosfolipidos y los &cidos grasos altamente insaturados sobre el crecimiento de camardn, pero si
sobre el contenido de lipido en masculo de camaron y su sensibilidad a estrés osmotico.

Con base en avances recientes en la investigacion cientifica de los fosfolipidos y las nuevas tendencias en el
cultivo de camardn, se considera que los siguientes aspectos requieren de mayores estudios: 1) el papel de los
fosfolipidos en sistemas de cultivo de camar6n en agua de baja salididad y sin intercambio de agua; 2) la
relacion entre los fosfolipidos y otros nutrientes de naturaleza lipidica tales como vitaminas liposolubles,
carotenoides y acidos grasos altamente insaturados; 3) los componentes activos de los fosfolipidos de la
lecitina.

Running title: Phospholipid nutrition of shrimp

Introduccion

Los fosfolipidos (FL) de membranes contienen glicerol 3-fosfato como esqueleto central,
dos acidos grasos y un grupo organico polar unido mediante enlaces fosfodiester. Se
reconocen cuatro clases principales de estos lipidos polares: fosfatidilcolina (FC),
fosfatidiletanolamina (FE), fosfatidilinositol (FI) y fosfatidilserina (FS). Los FL no so6lo
juegan un papel esencial en el mantenimiento de la estructura y funcién normal de las
células, sino que también dan origen a segundos mensajeros en la sefializacion celular, un
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mecanismo mediante el cual las hormonas y otras sustancias transmiten sefiales del exterior
al interioir de las células. La hidrolisis inducida de fosfatidilinositoles ha sido identificada
como el principal mecanismo para la transmision de mensajes al interior de las células
mediante procesos en cascada de fosforilacion de proteinas, lo cual regula la trascripcion de
genes (Zeisel, 1993). Ademas, la FC y sus metabolitos (diacilglicerol, lisofosfatidilcolina) y
los acidos grasos insaturados pueden estimular la actividad de la proteina cinasa C
(Besterman et al., 1986; Exton, 1990; Nishizuka, 1992). Ademas, el microambiemte que
crean los FL y el colesterol es importante en el mantenimiento y la estabilidad y actividad
de la enzima Na+, K+-ATPasa (Cornelius, 2001; Almansa et al., 2003, Cornelius, et al.,
2003).

Los FL son considerados nutrientes esenciales para el camardn no porque éste sea incapaz
de sintetizarlos, sino porque su biosintesis generalmente es insuficiente para cubrir los
requerimientos metabolicos, particularmente durante las fases tempranas de desarrollo. En
las ultimas dos décadas el caracter esencial de los FL dietéticos ha sido validado para varias
especies de camarodn, con una variacion de los requerimientos de 1-6.5% de la dieta,
dependiendo de factores tales como la especie, estadio de desarrollo, composicion de la
dieta, el origen y pureza de los FL empleados (Tabla 1). Aunque la investigacion cientifica
sobre FL nutrimentales para camardn es escasa y el conocimiento actual se ha basado en la
informacién disponible para mamiferos y peces, gradualmente se han realizado algunos

avances significativos en este campo en los ultimos afios.

I1. Los fosfolipidos como constituyentes lipidicos en camarén

Los camarones son organismos con un contenido bajo en lipidos, representando menos del
2% de su peso corporal. En el muasculo, los FL constituyen mas del 50% de los lipidos
totales y son principalmente constituyentes de membranas celulares. Siendo un marisco de
gran demanda para consumo humano, generalmente se hace énfasis en el contenido de
colesterol del madsculo (cola) de camardn y no en su alto contenido de FL. Sin embargo se

ha concluido que los camarones deben considerarse dentro de la categoria de alimentos
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saludables para el corazén, en tanto su consumo sea moderado. El contenido de
triglicéridos en musculo es, naturalmente, muy bajo. En el hepatopancreas, 6rgano donde
ocurre la mayor parte de la digestién y absorcion de nutrientes, los FL son, después de los

triglicéridos, la clase de lipidos cuantitativamente mas importante.

Los FL también forman parte de las lipoproteinas que son liberadas a la hemolinfa del
camarén para el transporte de lipidos. En las lipoproteinas de alta densidad y de muy alta
densidad (HDL y VHDL por sus siglas en inglés, respectivamente), asi como en
lipoproteinas femeninas como la vitelogenina, los FL han sido identificados como el

componente lipidico dominante (Tabla 2).

La vitelogenina es el precursor de la vitelina, la cual es la principal proteina necesaria para
el desarrollo embrionario y larval (Arcos et al., 2003). La vitelogenina ha sido identificada
electroforéticamente e inmunoldgicamente solamente en hembras vitelogénicas. En cuanto
a la vitelogénesis, los FL participan activamente a lo largo del proceso de desarrollo. En
ovarios previtelogénicos, los FL son con certeza la clase dominante de lipidos. EI contenido
de FL en los ovocitos se incrementa en la medida en que éstos aumentan su tamafio y luego
se estabiliza, en tanto que los triglicéridos se acumulan continuamente hasta el momento en
que los huevos son liberados. En el momento en que los ovocitos han madurado por
completo, los ovarios de Penaeus semisulcatus han acumulado cantidades casi equivalentes
de FL y triglicéridos (Ravid et al., 1999).

El contenido de lipidos de los érganos reproductores de camarones machos también ha sido
estimado para algunas especies tales como Litopenaeus setiferus, Fenneropenaeus aztecus
y P. monodon (Perez-Velazquez, 2001). En el camardn Pleoticus muelleri, el contenido de
lipido de los testiculos y espermatéforos combinados fue de 1.3-2.0% del peso himedo, del
cual los FL representaron el 1.1-1.7%, mientras que los lipidos neutrales variaron de 0.2-
0.5% (Jeckel et al., 1989).

En resumen, los FL son componentes lipidicos importantes del tejido de camardn.
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I11. Los efectos de fosfolipidos dietéticos y sus aplicaciones
a. Incremento de la disponibilidad del colesterol

De manera similar a los FL, el colesterol también es componente de membranas celulares y
juega un papel dual importante en el mantenimiento de su fluidez. Ademas, es precursor de
hormonas esteroides involucradas en el proceso de muda, crecimiento y reproduccion del
camarén. Sin embargo, el camaron no es capaz de sintetizar de novo esta molécula a partir
de los acidos acético y mevalonico, aunque es capaz de dealquilar algunos esteroles de 28 y
29 a4tomos de carbon para producir colesterol. Por consiguiente, el colesterol es considerado
un nutriente esencial para el camaron, lo cual ha sido confirmado para varias especies, con

un requerimiento que varia de 0.12-2% de la dieta (Teshima, 1997).

La relacion entre el colesterol y los FL dietéticos ha sido de gran interés para los
investigadores. Los FL no solo incrementan la digestion, emulsificacion y absorcion del
colesterol, sino que facilitan su transporte y movilizacion. Aunque se ha sugerido que los
FL dietéticos aumentan la disponibilidad del colesterol, esto pudo ser probado con éxito
recientemente en un experimento con juveniles de L. vannamei donde se encontré una
interaccion altamente significativa (P = 0.0001) entre estos nutrientes (Gong et al., 2000a).
Este estudio indico que con el aumento de FL dietéticos de 0-5%, el requerimiento de
colesterol se redujo de 0.35% a 0.05% (Fig. 1). Por otra parte, el requerimiento de FL se
redujo de 0.5% (cuando el colesterol no se incluy6d) hasta casi 0.0% cuando el nivel de
colesterol dietético se incrementd a 0.5%. Estos resultados tienen una implicacion
importante en la formulacién de alimentos balanceados, en la cual con un nivel de inclusion
optimo de FL de 0.3-0.5%, la inclusion de colesterol puede ser minimizada, con una
consiguiente reduccion de costos sin afectar el desempefio de los camarones. En cuanto a su
implicacion en investigacion, dicha interaccion debe ser tomada en cuenta en el disefio de
experimentos, por ejemplo, un nivel de inclusion de colesterol de 0.5% podria enmascarar
los posibles efectos de FL, colina y otros nutrientes.

Con respecto a machos adultos de L. vannamei, una deficiencia dietética de colesterol no

afecto el crecimiento somatico, pero redujo significativamente el conteo de esperma (Perez-
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Velazquez, 2001). La importancia de los FL dietéticos durante la maduracion sexual de
otros camarones peneidos ha sido descrita en otros estudios (Alava et al., 1993; Cahu et al.,
1994; Bray et al., 1989).

Aunque la interaccion entre el colesterol y los FL dietéticos ha sido confirmada en cuanto a
su efecto sobre el crecimiento del camaron, la elucidacion de los mecanismos mediante los
cuales estos nutrientes incrementan el crecimiento esta pendiente aun. La evidencia reciente
sefiala que tanto el colesterol como los FL modulan la estabilidad y estabilidad de la enzima
Na+, K+-ATPasa (Cornelius, et al. 2003). El colesterol afecta significativamente la
sensibilidad térmica de la reaccion de desfosforilacion espontanea y fosforilacion del ATP.
Los efectos del colesterol no son del todo equivalentes a aquellos inducidos por el
incremento de la longitud de la cadena de acilos de los FL, lo que indica que los efectos del
colesterol no son debidos Unicamente al incremento del grosor de la bicapa hidrofdbica, lo
que sugiere, a su vez, un mecanismno de accién adicional sobre la enzima Na+, K+-
ATPasa (Cornelius, et al. 2003). En vista de estos hallazgos, podemos anticipar un
mecanismo de accion mas complejo que seguramente implicara mayores esfuerzos de

investigacion para estudiar la funcion de estos nutrientes.

b. Provision de colina

La colina es una vitamina soluble en agua que interactua con el &cido félico, la vitamina
B12 y la metionina en el metabolismo de grupos metilo, ademas de ser el precursor del
neurotransmisor acetilcolina. La colina puede ser suministrada ya sea en forma de sales
(cloruro de colina) o a partir del desdoblamiento de FC por accién de la fosfolipasa D. El
requerimiento nutricional de colina para L. vannamei fue estimado en 871 mg/kg dieta en la
ausencia de FL suplementarios. Sin embargo, no hubo evidencia de requerimiento alguno
cuando la dieta fue suplementada con 1.5% o mas de FL (Gong et al., 2003). Dicho estudio
indico que la suplementacion de dietas con lecitina de soya provee suficiente colina para el
crecimiento de camardn. Por el contrario, la sintesis de FL a partir de colina no fue

suficiente para cubrir los requerimientos de FL. Estos resultados tienen una utilidad directa
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para la formulacion de alimentos balanceados, sugiriendo su suplementacion con lecitina de

soya, asi como la exclusion de sales de colina.

c. Facilitacion de la movilizacién de lipidos entre los tejidos

Uno de los efectos benéficos de la suplementacion de dietas con FL ha sido postulado como
el de facilitar la movilizacion de lipidos del hepatopancreas a la hemolinfa y tejidos
periféricos. En camarones juveniles de L. vannamei, se increment6 el lipido total en el
hepatopancreas, mientras que se redujo el lipido total en musculo, lo que indica que los FL
facilitan la utilizacion de lipidos en musculo y su almacenamiento en hepatopancreas (Gong
et al., 2003). ElI mantener un provision suficiente de energia en el hapatopancreas es de
suma importancia para camarones expuestos a condiciones extremas tales como hipoxia,
estrés térmico, mudas frecuentes, etc., cuando la ingestion normal de alimento puede ser
interrumpida. En un estudio con postlarvas de L. vannamei, los organismos crecieron mas
rapido cuando su dieta fue suplementada con FC de soya o de huevos de pez marino.
Debido a que su pequefio tamafio impidio el aislamiento del hepatopancreas y musculo, se
aplicé analisis de tejidos al cuerpo entero de estos organismos, indicando que el contenido
de lipido total, triglicéridos y FC fueron mas altos en organismos alimentados con FC, en

comparacion con organismos que no recibieron dicho suplemento (Coutteau et al., 2000).

Por otra parte, la composicidn lipidica de tejidos podria reflejar las relaciones entre diversos
nutrientes. Se ha encontrado un efecto interactivo entre el colesterol y los FL dietéticos, asi
como entre los FL y los acidos grasos altamente insaturados (HUFA por sus siglas en
inglés), sobre la composicion lipidica de tejidos de L. vannamei (Gong et al., 2000a;
Gonzalez-Felix et al., 2002b). Sin embargo, esta informacidon es insuficiente para elucidar

los mecanismos del metabolismo de lipidos en camarones.
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d. Reduccion de la sensibilidad de los camarones al estrés osmatico

La lecitina dietética ha sido efectiva para incrementar la tolerancia de larvas de peces
marinos a diversos condiciones de estrés tales como cambios en la temperatura y salinidad
del agua, exposicion a bajas concentraciones de oxigeno disuelto y exposicion al aire
(Kanazawa, 1997).

De forma similar, los FL en la dieta de postlarvas de L. vannamei redujeron su sensibilidad
a estrés osmotico. Como se muestra en la Figura 2, la suplementacion de la dieta con 1.5%
de FC de soya (95% pura) o de huevos de pez marino (92% pura) incremento
significativamente la resistencia de los organismos a estrés osmotico, aunado a su efecto
positivo sobre el crecimiento (Coutteau et al., 2000). Adicionalmente, se observé un efecto
significativo de la interaccion entre la FC de soya y los HUFA de la familia n-3 (n-3
HUFA), sobre la resistencia al estrés osmético en Marsupenaeus japonicus (Fig. 3). Dicha
resistencia se hizo evidente a un nivel de inclusion en la dieta de 1% de FC de soya 'y 0.5%
de n-3 HUFA, asi como a un nivel de inclusion de 0% de FC de soya y 1.0% de n-3 HUFA
(Kontara et al., 1997).

Con el afan de mitigar el problema del sindrome de la muerte durante la muda, el cual se ha
presentado recientemente en el cultivo de camaron tierra adentro en agua de baja salinidad
en Arizona, EUA, donde se experimentan temperaturas extremadamente altas, se ha
ensayado la suplementacion de las dietas con lecitina de soya (Gong et al. 2004). Como
resultado, la ocurrencia de dicho sindrome no solo se ha eliminado, sino que se han
alcanzado mayores tallas en cosecha, lo cual se ha atribuido a un posible efecto benéfico de
la lecitina de soya sobre el almacenamiento de lipidos en el hepatopancreas, contribuyendo

a una mejora en la capacidad osmorregulatoria de los organismos.

Se ha especulado acerca del posible papel de los FL en la resistencia del camaron al estrés

externo, especialmente el estrés osmotico, aungque el mecanismo no es claro aun: 1) el
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mantener la concentracion de los fluidos corporales a un nivel constante en contra de un
gradiente osmatico requiere de un gasto adicional de energia. En este contexto, los FL
dietéticos facilitan el metabolismo de lipidos y mejoran la utilizacién y reserva de energia
de los camarones; 2) Los fosfolipidos son nutricionalmente superiores a los lipidos
neutrales para cubrir dichos requerimientos adicionales de energia; 3) la enzima Na+, K+-
ATPasa que se localiza en las membranas basolaterales de las células epiteliales es
dependiente de la salinidad y temperatura y es critica para el mantenimiento de la
homeostasis de los animales. Los FL en este microambiente pueden jugar un papel
preponderante en el mantenimiento de la actividad y estabilidad de la enzima Na+, K+-
ATPasa. Incluso, es posible que la suplementacion dietética con FL induca o se oponga a la

transcripcion de genes involucrados en la lipogénesis y el metabolismo del colesterol.

e. Otros

La relacion entre los FL y los triglicéridos ha sido abordada en otros estudios con camaron.
Lim et al. (1997) evaluaron el efecto de varias fuentes de triglicéridos sobre el crecimiento
de L. vannamei. Se utilizaron dietas con un contenido de 1.0% de lecitina de soya, 0.5% de
colesterol y 6.5% de alguno de los siguientes ingredientes: acido estearico, aceite de coco,
aceite de cartamo, aceite de maiz, aceite de soya, aceite de linaza y aceite de pescado
Menhaden. Los mejores resultados de crecimiento se obtuvieron con el aceite de pescado,
seguidos, en orden descendente, por los aceites de linaza, soya, maiz, acido estearico, coco
y cartamo. De forma similar, otro estudio indico la superioridad nutricional del aceite de
pescado sobre los aceites de cono, linaza, cacahuate y soya como ingredientes en la dieta de
L. vannamei (Gonzalez-Félix et al., 2002a). El aceite de pescado Menhaden representd una
mayor provision de acidos grasos esenciales, particularmente de n-3 HUFA. Sin embargo,
no se encontré una interaccion significativa de los efectos de los FL y el acido
docosahexanoico (DHA por sus siglas en inglés) a un nivel de inclusion basal de colesterol
de 0.5% de la dieta (Gonzalez-Félix et al., 2002b).
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IV. Fuente de fosfolipidos y componentes activos de la lecitina de soya

En la naturaleza, los FL pueden ser tanto de origen animal como vegetal. Buenas fuentes de
FL vegetales incluyen la soya, linaza, semilla de naba, maiz y chufa, en tanto que la yema
de huevo y los huevos de pescado son una fuente adecuada de FL de origen aniamal
(Hertrampf, 1992). Las principales diferencias entre las diversas fuentes de FL radican en la

pureza de los FL, su composicién y provisién de acidos grasos esenciales.

La lecitina de soya ha sido utilizada ampliamente en la formulacion de alimentos
balenceados para camaron, ya que constituye una fuente de FL tanto benéfica como
econdmicamnte atractiva. De manera general, la lecitina de soya es una mezcla de FC, FE,
FI y FS, cuya composicién puede variar ampliamente dependiendo de su pureza y
composicion (Gong et al., 2001). De acuerdo a Coutteau et al. (1997), las propiedades de
los FL para aumentar el crecimiento de los organismos recaen en las facciones de FC y FI.
Sin embargo, aun no es clara la identificacion de los componentes activos de la lecitina de

soya.

En un estudio con juveniles de L. vannamei, no se observo un efecto significativo sobre su
crecimiento y supervivencia al ser alimentados con un suplemento de PC en niveles de
inclusion de 0.0% a 4.2% de la dieta (Gong et al., 2000b). Sin embargo, se observé que la

FE y el FI produjeron un aumento significativo del crecimiento a cierto nivel de FC.

En otro estudio, se observd un mayor contenido de lipidos totales en hepatopancreas y
menor en musculo de juveniles de L. vannamei alimentados con un suplemento de FL, en
comparacion con organismos que no recibieron dicho suplemento. Por el contrario, el
incrementar los niveles de FC pura en estas dietas provoco un decremento en los contenidos
de lipidos totales, acidos grasos libres y otros FL en el hepatopancreas, pero no tuvo efecto

alguno sobre el musculo (Gong et al., 2000b).
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Conclusiones

En resumen, los FL son la clase de lipidos dominante en el cuerpo de los camarones y son
esenciales para mejorar su desempefio en cultivo. El nivel de inclusién de los FL dietéticos
puede afectar los requerimientos de otros nutrientes que incluyen no solo al colesterol y la
colina, sino también a otros nutrientes liposolubles como las vitaminas A, D, E y los
carotenoides, etc. La optimizacion de la suplementacién de dietas con estos nutrientes
puede ser influenciada por factores tales como la baja salinidad, alta temperatura, el cero
intercambio de agua, etc. Con respecto a la lecitina de soya, la fuente de FL mas
ampliamente utilizada, la identificacion de sus componentes activos, asi como las posibles
relaciones entre ellos, aiin no es clara y requiere de mayores esfuerzos de investigacion. Un
mejor entendimiento del papel de los FL en el metabolismo de los camarones es importante

para esclarecer diversos aspectos fundamentales en la acuacultura.
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Tabla 1. Requerimientos de fosfolipidos (FL) dietéticos reportados para varias especies de camaron.

Especie Estadio Nivel Fuente de  Referencia
FL
F. chinensis juvenil 2% LS Kanazawa, 1993
F. merguiensis Juvenil 1-2% LS Thongrod & Boonyaratpalin, 1998
F. penicillatus Juvenil 1.25% FC Chen and Jenn, 1991
L. vannamei Postlarva 6.5% LS Coutteau et al., 1996
1.5% FC
Juvenil 3-5% LS Gong et al., 2000a
M. japonicus Larva 3.5-6% LS Kanazawa et al., 1985
Teshima et al., 1986
Camara et al., 1997
Juvenil 3% LS Teshima et al., 1986
P. monodon Postlarva 1.0% LS Piedad-Pascual, 1986
Juvenil 1.25% FC Chen, 1993

LS: Lecitina de soya; FC: fosfatidilcolina

Tabla 2. Fosfolipidos (FL) en lipoproteinas de varias especies de camaron.

Especie

Tipo de lipoproteina

FL en lipido total ~ Referencia

P. semisulcatus

Pac. Leniusculus
P. californiensis
L. vannamei

M. japonicus

P. monodon

HDL(1.22g/ml)

VHDL |

VHDL Il

Vitelogenina (1.21g/ml)
HDL (1.15g/ml)
HDL(1.14g/ml)
HDL(1.36g/ml)

HDL2 (1.18g/ml)
HDL3,(1.18g/ml)
VHDL (>1.21g/ml)
Vitelogenina (1.10g/ml)

74.1% Lubzens et al., 1997

85.4% Ravid et al., 1999

88.7% Ravid et al., 1999

70.9% Ravid et al., 1999

60.9% Hall et al., 1995
Yepiz-Plascencia et al. 1998

75% Ruiz-Verdugo et al., 1997

40-47% Teshima&Kanazawa,1980

72-87%

Chang et al., 1994
Chen & Chen, 1993
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Figura 1. Efecto de FL dietéticos sobre el requerimiento de colesterol de juveniles de L. vannamei
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igura 2. Efectos de FL de lecitina de soya y huevos de pez marino sobre la reduccién de la sensibiidad al

estrés osmatico en L. vannamei (Coutteau et al., 2000).
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