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Los compuestos que contienen nitrdgeno son de importancia fundamental en la organizacion
estructural y las capacidades fisiolégicas de los crustaceos. El uso de la gran variedad de
constituyentes nitrogenados: acidos nucleicos, enzimas y otras proteinas, aminoacidos, los
purinas y pirimidinas y co-enzymas estan determinadas por la capacidad genética, el control
metabdlico y las necesidades de energia de estos organismos. El metabolismo del nitrégeno,
esto es, el origen, accién y destino de los compuestos nitrogenados es una pre-condicion y
una consecuencia de la nutricién, crecimiento, desarrollo, flujo de energia y ajustes
fisiologicos de variables enddgenas y exdgenas. Un detallado conocimiento de los
constituyentes nitrogenados, de las vias metabdlicas y de los mecanismos regulatorios los
cuales controlan la cantidad y distribucién de los productos nitrogenados es esencial para
comprender la nutricion de los crustaceos decapodos y por ende de los camarones peneidos.
En trabajos recientemente publicados se ha observado que el metabolismo del nitrégeno es
un buen indicador del estado fisiologico de los organismos y ha sido utilizado para interpretar,
junto con el consumo de oxigeno, el efecto de las caracteristicas de la dieta en la fisiologia
del camaron blanco del Golfo de México Penaeus setiferus (Rosas et al., 1995; Rosas et al.,
1996; Garcia et al., 1998; Rosas et al., 1998a, Rosas et al., 1998b; Taboada et al., 1998). En
este trabajo se presenta una revision de los mecanismos de sintesis y excrecion de los
productos nitrogenados asi como de las formas de desecho. Algunos ejemplos de trabajos
realizados recientemente se presentan con el fin de demostrar la relacion existente entre la
dieta y el metabolismo del nitrégeno en algunas especies de camarones peneidos de interés
comercial.

1.-Ocurrencia y distribucion de los compuestos nitrogenados
a. Los aminoacidos libres.

La concentracién de aminoacidos libres (AAL) en la mayoria de los crustaceos es del doble
de la concentracién que normalmente se encuentra en los vertebrados. Desde principios de
siglo Fredericq (1901) not6 que, en comparacion con la hemolinfa, los tejidos de los
crustaceos presentaban deficiencias en aniones inorganicos, lo cual lo llevé a postular que
para mantener el balance osmético los animales deberian tener un gran pool intracelular de
aniones organicos. Afios mas tarde estos aniones organicos fueron identificados como AAL
(Silber, 1941).
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Tomando en cuenta que los lipidos y los carbohidratos tienen poca participacion en el
metabolismo energético de los camarones peneidos (Barclay et al., 1983; Smith y Dall, 1991)
y en general de los crustaceos (Claybrock; 1983), algunos autores han sugerido que una parte
importante de las proteinas de la dieta deben de ser metabolizadas para la obtencion de
energia directa. Dall y Smith (1986) demostraron que son precisamente los aminoacidos (aa)
los que contribuyen con la mayor parte de la energia metabdlica procedente de las proteinas.
La evaluacion de los cambios en el pool de AAL y de los aa ligados al musculo llevo a estos
autores a concluir que los aa del musculo son liberados para la produccién de energia via el
pool de AAL.

Con el fin de satisfacer no so6lo los requerimientos de proteinas sino de aproximarse a los
requerimientos de aa, algunos autores se han dedicado al estudio tanto de los requerimientos
dietéticos como de las concentraciones presentes en el musculo de diferentes especies de
crustaceos. En la Tabla 1 se presenta la composicion de aa del muasculo de diferentes
especies de camarodn, las cuales han sido contrastadas con los niveles encontrados en
Callinectes sapidus.

Tabla 1. Composicion de los aa del masculo de diferentes especies de crustaceos decéapodos.

Amino P. schmitti | P. aztecus | P.japonicus p. monodon C. sapidus
o . (Millamema

Acidos (Gallardo (Shewbart (Teshima et al.. 1997 (Gerard y
g/100 g etal.,, 1989) | etal., 1972) | etal., 1986) Chen , 1998) Gilles, 1972)
Alanina 5.6 26.58
Arginina* 9.06 51 9.06 6.57

Acido Aspéartico 10.9 5.52
Cisteina 3.3

Acido

Glutamico 134 719
Glicina 5.7 255.89
Histidina* 3.01 3.1 2.90 2.04

Hydroxi prolina 0.3

Isoleucina* 4.45 4.4 5.86 3.66 1.25
Leucina* 8.97 9.6 7.79 6.29 2.42
Lisina* 8.43 6.0 8.80 6.23

Metionina* 3.4 2.34 4.17
Fenil alanina* 5.6 3.45 3.00
Prolina 3.1 52.31
Serina 5.0 3.7
Taurina 49.06
Treonina* 3.00 5.3 3.79 3.25

Triptofano* 1.06 1.0 4.06 0.92

Tirosina 2.7 1.41
Valina* 5.64 5.0 5.64 4.24 3.75

* Amino acidos esenciales: Metionina, Treonina, Valina, Isoleucina, Leucina, Fenil alanina, Histidina, Lisina, Triptofano y
Arginina.

Como se puede apreciar, los valores entre los camarones peneidos son similares entre si
sobre todo al comparar los aa esenciales. La Lisina, la Arginina y la Metionina son
usualmente los aa esenciales en las dietas comerciales de los camarones peneidos (Akiyama
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et al, 1991). La Arginina, Glicina y Prolina son los aa mas abundantes. De éstos,
Unicamente la Arginina es esencial la cual representa el 20% de los aa esenciales en P.
schmitti, 13% en P. aztecus, 19% en P. japonicus y 20.98% en P. monodon. Una de las
funciones importantes de la arginina en el masculo es como fosfo-arginina, la cual es utilizada
como fuente de energia muscular. Este aa en particular se ha encontrado en altas
concentraciones en el musculo de la que la de la langosta Homarus americanus (Claybroock,
1983).

La Prolina es oxidada rapidamente en las mitocondrias del musculo, produciendo 2
oxoglutaratos los cuales aceleran el funcionamiento del ciclo de Krebs, produciendo también
Alanina en cantidades estequiométricas. Resultados obtenidos en P. keraturus han
demostrado que la Alanina es precursor de la Prolina, lo cual sugiere que estos dos aa
pueden servir como fuente de moléculas de 2 carbonos utiles para la oxidacion muscular
(Torres, 1973). Asi mismo, las drasticas modificaciones en el contenido de la Prolina las
cuales acompafian los ajustes al estrés osmotico implican que este aa, al igual que la Glicina
y la Alanina, son los principales solutos en los procesos de osmorregulacion muscular.

Debido a lo importante de su papel, existen numerosos trabajos publicados los cuales se han
enfocado a determinar el requerimiento dietético de diferentes aa para camarones peneidos,
adicionados a la dieta en forma en su forma cristalina. Los aa mas estudiados han sido la
Arginina (Teshima et al., 1986; Chen et al., 1992), mezclas de aa esenciales (Treonina,
Valina, Metionina, Isoleucina, Leucina, Fenil Alanina, Lisina, Histidina, Arginina y Triptofano;
Teshima et al., 1986; Divakaran, 1994), Metionina (Teshima et al., 1992), Lisina (Hew y
Cuzon, 1982; Fox et al., 1995), Treonina (Millamena et al., 1997), Prolina (Smith y Dall,
1991). La mayoria de estos autores coinciden en que los aa cristalinos son asimilados con
mayor eficiencia que los aa ligados a los péptidos de una proteina. La concentracion de estos
aa suplementarios puede aumentar la concentracion de AAL los cuales pueden ser
rapidamente utilizados como fuente de energia (Cowey y Forster, 1971; Cowey y Sargent,
1979). El pool de AAL en decapodos es comparable al de los vertebrados con intervalos que
van de 2 a 6 mmol/mL (Dall, 1975 ; Chen et al., 1994), los cuales ademas de su papel
energético tienen una participacion importante en la regulacion del volumen intracelular donde
ellos sustituyen a los iones organicos los cuales son los primeros efectores osméticos en la
hemolinfa (Claybroock, 1983). Aunque faltan estudios en camarones peneidos existen
evidencias de que el 50% de los AAL se encuentran en los hemocitos de algunos decapodos
lo cual ha sido interpretado en relacién con la utilidad que pueden tener estas moléculas
como efectores osmoticos compartamentalizados (Miller et al., 1973). Asi, los aa tanto como
precursores de proteinas, como efectores osméticos o como fuentes de energia metabdlica
son moléculas criticas en el metabolismo de los camarones peneidos. Entender las formas de
adquisicién y metabolizacion son aspectos fundamentales para comprender cuales son las
condiciones nutricionales y ambientales adecuadas para obtener el mejor desempefio de los
camarones en cultivo.

Tabla 2. Contenido de proteinas en diferentes tejidos de crustaceos decapodos

Tejido % en Base Seca
Goénadas 61
Musculo 76
Glandula Digestiva 36
Branquias 38
Exoesqueleto 6
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2. Las proteinas

Las proteinas son constituyentes abundantes en los crustaceos, las cuales varian entre 38 y
75%. En P. aztecus el misculo de la cola tiene un contenido protéico de 72.6% en base seca
(Shewbart et al., 1972). El andlisis de las proteinas de algunos tejidos revelan que las

gonadas y el misculo son los sitios mas ricos (Tabla 2).

Tabla 3. Requerimientos de proteinas publicados para diversas especies de camarones Peneidos

Especie

Requerimiento de Proteina
(% de materia seca)

Referencias

Penaeus setiferus

Postlarvas PL10 -PL30: 50%
Postlarvas PL30-PL50: 40%
Juveniles : 30%

Gaxiola, 1994
Garcia et al 1998

Sick y Andrews, 1973; Andrews et al.,
1972; Chen et al., 1985; Taboada et

al., 1998.
P. indicus 43% Colvin, 1976; Allan y Smith, 1998
P. monodon Camarones(g): proteinas
0.5-1.8g: 46% Lee, 1971
0.5-.06g: 35-40% Lin etal., 1982
1.3g: 40% Alava y Lim, 1983
0.6-0.8g: 40-50% Bautista, 1986
0.99: 40-44% Shiau et al., 1991
0.9 g: 36-40% Shiau y Chou, 1991
P. japonicus casina: 52% Deshimaru y Yone, 1978

Proteina de cangrejo: 40%

Koshio et al., 1993

Penaeus aztecus Ives

45%
40%

Hysmith, etal., 1972
Venkataramiah et al., 1975

P. merguiensis

<3g: 27-50%
0.3-4.89: 16.6-50.9%

Aquacop, 1978
Sedgwick, 1979, Boonyaratpalin,
1998

P. indicus 0.95-3.069: 43% Colvin, 1976
PL1-PL10: 37% Bhaskar y Ali, 1984
PL11-PL25: 28- 46%
PL27-PL42: 28%
12-15 mm: 30-40% Gopal y Raj, 1993
Juveniles: 24 - 29.3% Ali, 1994
P. duorarum PL10-PL30: 50% Gaxiola, 1994; Garcia et al., 1998
P. schmitti Postlarvas: 60% Garcia y Galindo, 1990
Metapenaeus macleayi 27% Maguire y Hume, 1982
Metapenaeus monoceros 55% Kanazawa et al., 1981
P. vannamei 38% Smith et al., 1985
40% 38-40% Pedrazzoli et al., 1998
P. esculentus 40% Hewitt, 1992
P. plebejus 47% Aquacop y Cuzon, 1992
P. stylirostris Postlarvas: 44% Cuzon y Aquacop, 1998

Juveniles de 0.5g: 30-35%
Juveniles > 1g: 30%

Colvin y Brand, 1977

Debido a que las proteinas son el componente mas costoso de las dietas los requerimientos
de proteinas de varias especies de camarones peneidos han sido estudiados ampliamente.
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En los ultimos afios se ha demostrado que los camarones peneidos tienen requerimientos
altos de proteinas los cuales estan entre 30 y 45% (Tabla 3).

La concentracion de proteinas reportadas en la hemolinfa varia entre 28 y 116 mg/mL. En
general en los macrocrustaceos la hemocianina es entre el 80 y 95% de las proteinas de la
hemolinfa aunque su concentracion fluctia durante el ciclo de muda. Asi mismo se ha
observado que las proteinas de la hemolinfa no son reguladas muy estrechamente en los
camarones cambiando en relacién a los cambios de la salinidad y del tipo de alimento.

3. Otros compuestos nitrogenados.

a. Taurina. La Taurina (acido 2-aminoetanesulfénico) es relativamente abundante en los
crustaceos. Al igual que los a-aminoacidos la taurina esta fuertemente concentrada en los
compartimentos intracelulares. En los decapodos se han reportado niveles menores de 5
mmol/mL  mientras que en los tejidos se han encontrado entre 8 a 43 mMmol/g de peso
(Charmantier et al., 1976). Esta substancia ha sido identificada como un agente emulsificante
de los jugos gastricos de cangrejos, langostinos, camarones y langostas (Collatz y
Mommsen, 1974).

b. Ornitina. La ornitina es un amino&cido no proteico el cual ha sido detectado en el tejido de
los crustaceos decapodos. Se ha reportado que el musculo de Callinectes sapidus contiene
entre 3 y 6 nmol/g y mientras que en la glandula antenal de Astacus leptodactylus se han
encontrado niveles de 1.6 mmol/g. Ya que el ciclo de la urea es limitado en crustaceos se ha
especulado que la presencia de la ornitina en decdpodos pudiera tener un origen dietético o
estar asociada con el catabolismo de la arginina. La sintesis de novo en los decapodos aun
no ha sido demostrada.

c. Beta alanina. La b alanina es un constituyente esencial de la co-enzima A en los
crustaceos la cual se encuentra en forma libre en la sangre y en el sistema nervioso de los
decépodos. Algunas investigaciones sugieren que la b alanina puede ser un sub producto de
la degradacion del uracilo el cual tiene un papel osmético importante en los estadios larvales
de los decapodos (Claybroock, 1983).

d. Betaina. La betaina o trimetil glicina es un compuesto cuaternario del amonio ampliamente
distribuido entre los crustaceos decapodos aunque en baja concentracion. Desde los trabajos
de Beers (1967) se han detectado cantidades significativas en decdpodos marinos y terrestres
con intervalos de concentracién entre 5 y 15 mmol/g, aunque su papel metabdlico aun no ha
sido determinado.

e. Homarina. La homarina 6 acido N-metil picolinico se encuentra en practicamente todos los
decdpodos marinos aunque es aparentemente ausente en los crustaceos dulce acuicolas.
Concentraciones de 10 a 25 nmol/g han sido reportadas en el tejido de los decapodos (Dall,
1971). La homarina no solamente es retenida del alimento sino también puede ser sintetizada
por el musculo de los camarones peneidos (Netherton y Gurin, 1980), posiblemente en
respuesta a estrés osmotico.
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4.-Metabolismo de los constituyentes del Nitrégeno.

El metabolismo de proteinas y amino acidos ha sido ampliamente estudiado. En general se
ha asumido que las vias metabdlicas para la biosintesis de los aa en crustaceos son las
mismas que las presentes en los mamiferos. Entre los 10 aa no esenciales, nueve pueden
normalmente ser sintetizados directamente de la glucosa. El décimo (tirosina) es derivada de
un aa esencial, la fenil alanina (Claybroock, 1983). El acido aspartico y el &cido glutamico son
sintetizados desde los intermediarios del ciclo de Krebs el oxaloacetato y el 2-oxoglutarato,
por medio de la reaccién de aminotransferasa. El &cido glutdmico puede ser formado por una
aminacion reductiva del 2-oxoglutarato.

Glucosa
Acido Cistéico

\

3-P-Acido Glicérico —» Serina » Cisteina ——Taurina

Glicina
Alanina
4 ‘Aytato
Fosfoenol piruvat Piruvato
p a— —_—

\ Acfil Co-A

Aspartato < Oxalo acetato > Citrato

g /

Aspargina Malato
2-Oxoglutarato
Succinato
NH 3 Transaminacion
Gl Lit?ao\‘
Fenil alanina—> Tirosina Prolina Glutamina

Figura. 1. Principales vias para la biosintesis de aa en Crustaceos
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La Alanina es derivada del piruvato en crustaceos por transaminacion de los ceto acidos con
glutamato. La sintesis de glutamato desde 2-oxoglutarato puede también ocurrir por una
amino-reduccion :

2-oxoglutarato + NHz + NADP (H) = NADP + H,O

La captacion de amonio en esta reaccion es generalmente considerada la primera fuente de
amino nitrégeno para la sintesis de aa no esenciales en animales, con el glutamato como un
donador del grupo amino via la transaminacion. La Glutamato des-hidrogenasa (GDH) esta
ampliamente distribuida en crustaceos y esta representada en diferentes tejidos (Tabla 4).

Debido a su papel en el control de la incorporacion o remocién de amonio las propiedades de
la GDH han estado sujetas a extensivos estudios en diferentes fila, incluyendo los crustaceos
(véase Claybrook, 1983).

Tabla 4. Concentracién de GDH en diferentes tejidos de Crustaceos Decépodos

Tejido Actividad Enzimética
mU/mg proteina mU/g peso vivo

Corazon 500 12,500
Glandula Digestiva 350 9,800
Glandula Antenal 330 11,500
Branquias 135 5,130
Sistema Nervioso 48 720

Musculo 43 1,032

La Prolina es el mas abundante de los aminoacidos en crustaceos, especialmente en el
musculo, el cual puede presentar grandes cambios durante ajustes osméticos. La Prolina es
sintetizada del glutamato en la mayoria de los animales, con la glutamato-g-semi aldehido
como intermediario. La Arginina y la oOrnitina pueden servir como precursores de la Prolina
ya que la glutamato-g-semi aldehido es un intermediario de su catabolismo. La formacién de
la serina, glicina y cisteina esta interrelacionada en la mayoria de los organismos con la
serina derivada de los intermediarios de la glicdlisis. Por ejemplo se ha demostrado que el 2 6
el 3- fosfoglicerato es un precursor para la formacién de glicina y cisteina. La Glicina es
generalmente el mas abundante de los amino acidos libres en el misculo de los crustaceos.
Los precursores de glicina mas abundantes son la glucosa, el acetato y el glutamato. La via
aceptada para la biosintesis de la cisteina en animales superiores involucra a la serina
acoplada con la homocisteina (proveniente de la metionina) para formar cistationina.

5. El Catabolismo de los aminoacidos

El catabolismo de los aminoacidos y las proteinas puede servir como una fuente significativa
de energia metabdlica en los decdpodos ya que estas substancias son los mayores
constituyentes de los tejidos de los crustaceos. La transaminacion es la via de degradacion
capaz de convertir el glutamato, aspartato y alanina en ceto acidos y es al parecer la via mas
comun de degradacion de aa en crustaceos. La serina dehidratasa la cual amina la serina
para producir piruvato y amonio ha sido encontrada en camarones y langostinos en los cuales
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la glandula antenal presento la mayor concentracion de tejidos activos. Esta enzima ha sido
considerada como una enzima clave en la ruta por la cual el amonio puede ser formado
desde los aa en crustaceos. La prolina es degradada a 2-oxoglutarato via la oxidacion del

glutamato con la reaccion inicial catalizada por la prolina oxidasa.

6. La formacion de los productos de excrecién nitrogenada

AMP—radenosina— Adenina
NH, |— NH, NH,
XO
IMP—Inosina— Hyxan—»

Guanind NH

Ceto acidos
Amindcidos TA's  » Glutamina
Gln-asa
Glutamato Serina
/ \'Ser-DH
2-OGA GDH
Piruvato
NH 3
Ureasa
Arginina Arginasa , Urea
Ornitina Alantoicasa

Acido Alantoico
Alantoinasa
Alantoina

Uricasa

X0 )
Xan ——» Acido Urico

3
» b-UrPry, —» Alanina

Citosna ——Uracil —

NH;

NH 3

Figura. 2. Formacion metabdlica de los productos de excreciébn en crustaceos. GSH= glutamato
deshidrogenasa, Gln-as = glutaminasa, Hyxan = hypoxantina, 2-OGA = 2-oxoglutarato, SerDH = serina
dehidratasa, TA = transaminasa, - UrPr = Uredopropionato, Xan = Xantina, XO = Xantina Oxidasa.
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Los crustaceos como grupo excretan el nitrdgeno metabdlico mayormente como amonio,
independientemente si estos ocupan el ambiente marino, salobre, dulce acuicola o terrestre.
La urea, el &cido Urico y otros productos nitrogenados son también excretados en diferentes
cantidades por diferentes especies.

Se han reportado concentraciones de amonio por arriba de 1 nmol/ml en la hemolinfa de

Eriochir sinensis, 68 mmol/ml en P. keraturus, y entre 0.2 y 1.0 nmol/ml en Nephrops
norvegicus (Schmitt y Uglow, 1997a y b). Las vias metabolicas por las cuales el amonio, la
urea y el acido urico son formados en los decapodos se cree que es el tipico mecanismo
conocido en otros grupos animales. El amonio es formado por una variedad de reacciones
involucrando los aminoacidos como también las bases puricas y las pirimidinas.

Otras probables rutas para la excrecion de amonio desde la degradacion de los aminoacidos
incluye las reacciones que involucran a la glutamina y a la serina. La L-glutaminasa ha sido
detectada en algunos decédpodos de agua dulce y en isopodos terrestres, aunque no existen
reportes en camarones peneidos. La L-serina dehidratasa, la cual convierte la serina a
piruvato y amonio ha sido reportado en cangrejos. Aunque la urea es excretada en cantidades
significativas, ésta puede contribuir a la excrecion de amonio a través de la ureasa. Aunque
algunas enzimas son capaces de la deaminacion hidrolitica y oxidativa de aminoacidos
especificos y otros compuestos nitrogenados en crustadceos marinos, el esquema de la trans
aminacion (Figura. 2) para el metabolismo nitrogenado es ampliamente aceptado como el
mecanismo mas importante para la produccion de amonio. En este esquema catabdlico el
aminoacido especifico es ligado para su transaminacion a la glutamato deshidrogenasa,
donde el nitrégeno es canalizado desde el grupo amino hacia el glutamato. El glutamato es
subsecuentemente oxidado por la glutamato deshidrogenasa (GDH) produciendo amonio
intracelular, a-cetoglutarato y nicotin adenin dinucleotido reducido (NADH™):

H.O + glutamato + NAD— a- cetoglutarato + NADH" + NH,"

El transporte y la forma en que el amonio llega a las branquias ha sido ampliamente
discutido, lo cual ha conducido a la propuesta de diversos mecanismos. Uno de los
mecanismos establece que el amonio es disuelto en la hemolinfa y transportado disuelto
hacia las branquias (Kormanik y Cameron, 1981 a y b). Un segundo mecanismo es el que
postula que el amonio es convertido en una forma intermediaria y de esa forma es
transportado a las branquias donde es liberado a través de una reaccion enziméatica (King, et
al., 1985). Una tercera hipétesis es la que conjuga ambos mecanismos proponiéndolos como
alternativos para la destoxificacién del amonio en los crustaceos decapodos (Regnault, 1986).

De acuerdo con King et al., (1985) la formacion de glutamina a partir de glutamato y amonio
es catalizada por la glutamina sintetasa la cual es transportada a través de la sangre hacia
las branquias (Figura 3):

glutamato + ATP + NH; ——— glutamina + ADP + Pi
En este esquema la glutamina sintetasa juega un papel muy importante en la destoxificacion

del amonio y en el almacenamiento y transporte del nitrdgeno. La glutamina puede jugar un
papel en la destoxificacion del amonio en los invertebrados amoniotélicos, mecanismo
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andlogo al de la urea en los vertebrados urotélicos. Este esquema pudiera requerir de la
participacion de la glutaminasa en las branquias para facilitar la excrecion del grupo amida de
la glutamina como amonio:

glutamina + H,O Glutamato + NH,"

—>
En la figura 3 se presenta el esquema catabdlico del metabolismo del nitrégeno propuesto por
King et al., (1985) para decdpodos marinos. En este esquema el amino-nitrogeno es liberado
como amonio en la mitocondria celular desde diferentes aminoacidos via la actividad
combinada de la transaminacion (A) y la glutamato deshidrogenasa (B). La toxicidad del
amonio es disminuida debido a que es incorporado en el grupo amida de la glutamina, via la
glutamina sintetasa (C). La glutamina es transportada a las branquias a través del sistema
circulatorio donde esta es hidrolizada por la glutaminasa (D) para formar glutamato y
amonio. El glutamato puede ser circulado hacia el tejido muscular y ser transformado en
glutamina nuevamente por la glutamino sintetasa. En este esquema el amonio es excretado
en las branquias a través de difusion pasiva.

Transaminasa (A)
Amino &cido +a-cetoglutarato  ———  a-ceto &cido + glutarato

(B)
NH," + a-cetoglutarato l Gl utamzﬂ[o deshidrogenasa (GDH)

NADH NAD™
C TEJIDO
MUSCULAR

+ glutamato glutamj

Ia

ATP  ADP+Pi

~__Sistema Circulatorio___
D
NH; «NH; + glutamato « glutamina

S S TEJIDO BANQUIAL

NH3 NH4

Figura. 3. Esquema propuesto por King et al (1985) para explicar el catabolismo del nitrégeno en
crustaceos decépodos.
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6.-Mecanismos de Excrecién de Amonio.

a. Difusion simple
El NH; en el agua tiene una reaccion reversible de hidratacion y una subsecuente disociacion
de acuerdo a la ecuacion:

NHz + H.O NH4,OH
NH,OH®——"NH," + OH

Debido a que el pK de este equilibrio es aproximadamente 9, a pH fisioldgico la mayoria del
amonio esta presente como NH;". Tomando en cuenta como y en que forma el amonio se
mueve a través de las membranas bioldgicas, la cantidad exacta de la relaciéon entre NHz y
NH," debiera ser conocida.

Ya que el amonio existe en solucion acuosa en valores de pH fisiologico la difusion del NHs y
del NH," a través de las branquias puede presentarse en forma independiente pero por vias
paralelas. El NHs, una molécula pequefia y lipofilica, puede difundir facilmente a través de los
lipidos de la membrana en una forma similar a los movimientos del CO, o del O, respiratorio.
Por otro lado, el NH," tiene un radio mayor y una carga neta. Como tal, a difusion del NH,"
pudiera esperarse a través de rutas que son utilizadas por otros cationes donde éste pudiera
estar sujeto a cargas eléctricas a través de las membranas. La contribucion potencial de cada
via puede ser estimada ya que esta sujeta a las constantes fisicas conocidas. Asi, la presion
parcial del gradiente que forma el amonio durante la difusion hacia el interior o hacia el
exterior puede ser calculada de la ecuacion:

pH = pK + log ([NH3]/ [NH4'])
y
Pnhz = [NH3] * (22.09)/0)

donde las concentraciones son dadas en mM L™, Pyus es la presién parcial del amonio en torr
y 22.09 (*M™) es una correccion para convertir el volumen del amonio en ml a unidades de
mM I, Ces el coeficiente de solubilidad de Bunsen expresado en ml NH 3 * L . Usando estas
ecuaciones y los datos publicados publicados por Cameron y Batterton (1978) para
Callinectes sapidus, la Pyys fue calculada en 0.037 x 10 torr en la sangre (medio interno) y
0.013 x 10° en el medio externo utilizando valores medidos de pH en el medio externo, sangre
y las concentraciones de amonio. Tomando en cuenta estos datos y el coeficiente de
permeabilidad del NH,4", el cual es 3 veces la permeabilidad del Na" estos autores calcularon
el flujo por difusién del NH4* branquial, obteniendo un valor de 10 Eq * Kg ™ * h™, el cual es
mucho menor al flujo registrado de 530 NEq * Kg™ * h™. Con esta informacion es evidente que
la excrecion de NH;" en las jaibas es de alrededor del 7% del total de amonio excretado, lo
cual implica que, en los crustaceos decédpodos acuaticos marinos la excrecion de los
productos del metabolismo nitrogenado que son liberados por difusion es practicamente NH3
(Kormanik y Cameron, 1981b) (Figura. 4).
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b. Intercambio idnico.

La mejor evidencia contra la difusién pasiva como Gnica via de excrecion de NHz y/o NH," es
la demostracién de que la excrecién de amonio se realiza en contra de un gradiente de
concentracion, intercambiando amonio por Na®. Este intercambio necesita un transportador
especifico (bomba Na'/NH,") , la Na® K'-ATPasa. El mecanismo fue primero descrito por
Maetz y Garcia-Romeu (1964) en peces de agua dulce y confirmado posteriormente en
crustaceos y peces marinos (Kormanik y Cameron, 1981a; Mangum et al., 1976; Regnault,
1986) (Fig. 4). Diversos autores han sefialado que este mecanismo puede estar representado
de dos maneras. La primera consiste en el intercambio de NH4" disuelto o el amonio
transportado por la glutamina por Na* en el margen interno de las células branquiales. En
este sitio la enzima acarreadora puede ser la Na'™-NH," ATP asa. En el interior de la célula
branquial el NH,;" es transformado a NHas, el cual difunde hacia el exterior a favor de un
gradiente de concentracion.

Na Sangre
Gutamina

Agua

NH4%— giutamato
Amino &cidos

Figura. 4. llustracion de las vias que la excrecion de amonio puede tener a través de las branquias de los
crustaceos decapodos Difusién pasiva, Transporte activo.

También el catabolismo de los aa en la célula branquial es una fuente de NHs;. Se ha
demostrado una fuerte actividad catabdlica en las células branquiales de los decapodos,
fundamentalmente asociada con cambios en la salinidad. La difusién del NHz disuelto en la
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sangre hacia el interior de la célula branquial es otro mecanismo. En el interior de la célula el
NH;z es convertido a NH," mediante la participacion de un proton proveniente de la reaccion
entre el CO, y el HO (HCOs + H"), por intermediacion de la anhidrasa carbénica. En este
caso el NH;" es intercambiado por Na* mediante la Na'-NH," ATP asa, la cual se encuentra
ubicada en el margen externo de la célula branquial. El Na* es acumulado en la célula
branquial y enviado al medio interno a través de la Na* - K" ATP asa. Este mecanismo se ha
observado en decapodos que son mantenidos en ambientes diluidos, donde la captacion
activa de iones es un mecanismo asociado al mantenimiento del equilibrio hidromineral
(Pequeux y Gilles , 1981).

Como se puede notar, los mecanismos involucrados en la excrecion del amonio estan
involucrados con las variaciones internas de las moléculas y los iones osmdticamente activos
como el Na* , el K' y los AAL. Esta situacion hace que las variaciones en a excrecion de
amonio y el papel de los AAL en el metabolismo energético de los camarones peneidos
funciona como un mecanismo multi proposito a través del cual los animales pueden obtener
energia desde las proteinas y efectores osmoticos importantes como los AAL.

7. Efecto de los niveles del tipo de dieta en la excrecidn nitrogenada de
camarones peneidos: un ejemplo con el camardn blanco del Golfo de México
Penaeus setiferus.

a. Efecto del tipo de alimento en la excrecidon nitrogeneda de las larvas y primeras
postlarvas de P. setiferus (Roberto Brito, Ma. Eugenia Chimal y Carlos Rosas).

De acuerdo con Mayzaud y Conover (1988) la razén O:N puede ser usada para identificar el
sustrato energético utilizado por los organismos acuaticos bajo una condicion determinada.
Con base en las rutas bioguimicas de la degradacion de nutrientes, estos autores propusieron
que una razon O:N entre 3 y 16 representa el uso de prteinas como sustrato energético.
Conforme la razén O:N aumenta el sustrato energético cambia apareciendo los lipidos y
disminuyendo progresivamente el uso de las proteinas. Cuando los valores de O:N estan
entre 50 y 60 se indica que existe una relacion de 50-50% proteinas-lipidos como sustrato
energético. Valores mayores representan sustratos mezclados donde las proteinas
disminuyen paulatinamente mientras aumentan los lipidos y los carbohidratos. Cuando este
tipo de criterio se aplica a los animales en cultivo es posible establecer, desde el punto de
vista fisiologico las capacidades metabodlicas que son desplegadas para procesar los
nutrientes provenientes de los diferentes tipos de alimentos.

Recientemente en nuestro Laboratorio se realizaron una serie de experimentos con el fin de
determinar el efecto del tipo de alimento sobre el consumo de oxigeno y la excreciéon
nitrogenada entre misis 3 (Mlll) y postlarvas 10 (PL10) de camardn blanco P. setiferus. Se
utilizaron larvas y postlarvas provenientes de un solo desove y cultivadas con una
combinacion de algas y nauplios de Artemia franciscana (Tratamiento 1: diatomeas: 40 mil
cel/mL, flagelados: 3 mil cel/mL; 2 nauplios/mL) y s6lo con nauplios de A. franciscana
(Tratamiento 2: 2 nauplios/mL). Se utilizd un electrodo de oxigeno de alta sensibilidad (tipo
Clark) acoplado a un amplificador Stratkelvin (Rosas et al., 1995), asi como un colorimetro
(Hunter y Uglow, 1993), acoplado a una valvula de flujo para la medicion de los niveles de
amonio en camaras respirométricas de 250 @ donde fueron colocadas las larvas

individualmente. Los resultados obtenidos demuestran el sustrato metabdlico cambia en
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dependencia del tipo de dieta (Figura 5a). Como se puede apreciar, este cambio es
particularmente mas importante después de PL7, donde la combinacion de algas y artemia
favorecen sustratos metabdlico mezclados. Tal y como se esperaba, los resultaron pusieron
también en evidencia que a medida que los organismos se desarrollan la excrecion
nitrogenada disminuye, indicando que los camarones alimentados con alimento vivo
canalizan de manera mas efectiva las proteinas hacia la formacién de biomasa (Fig. 5b).

A

Relacion O:N experimentos 1y 2

—&— Algas + Artemia —l— Artemia ‘
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Figura 5. Variaciones de la relaciéon O:N (A) y de la excrecién nitrogenada (B) de larvas y postlarvas de
camaro6n blanco P. setiferus alimentados con dos tipos distintos de alimento vivo. Combinacion de algas y
nauplios de artemia y nauplios de artemia
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En estudios recientes se ha demostrado que las larvas Misis y los primeros estadios de
Postlarva pasan por un periodo de transicion en el cual los animales experimentan una serie
de cambios en la actividad enzimdtica de las enzimas digestivas. Estos ajustes estan
representados por una disminucion de las proteasas y un aumento de las lipasas las cuales
son las principales responsables del aumento del O:N en estos estadios (Lovett y Felder
1990; Rosas et al., 1995).

8. Efecto de los niveles de carbohidratos en la excrecidén nitrogenada de
juveniles P. stylirostris.

(Carlos Rosas’, Gerard Cuzon?, Pierret Trilles?, Claud Soyez*; 1. Fac. de Ciencias, UNAM:;
2. Aquacop, IFREMER Tabhiti).

Tal y como se mencioné anteriormente, los carbohidratos juegan un papel importante en el
metabolismo energético de los camarones y estan vinculados muy estrechamente con el
metabolismo de las proteinas. En los crustaceos decapodos los carbohidratos son los
precursores para la formacion de la quitina y a través del metabolismo de la glucosa se
forman diversos aminoacidos (Fig. 1). Esta reaccion es reversible pudiendo formar glucosa a
partir de la degradacién de aminoéacidos a través de vias gluconeogénicas . Debido a que los
camarones no cuentan con muchos sitios en los cuales puedan almacenar las sustancias de
reserva, los carbohidratos son procesados para formar primero glucégeno desde el cual la
glucosa es utilizada para la formacién de aa, como fuente de energia metabdlica o como
quitina. En general se sabe que los camarones peneidos tienen una capacidad limitada para
usar los carbohidratos de la dieta, fundamentalmente debido al efecto que producen en la
absorcién de los aa de origen dietético (Alava y Pascual., 1987; Shiau y Peng, 1992).
Estudios recientes han demostrado que la asimilacion de los carbohidratos depende del
origen, habiéndose obtenido mejores resultados en dietas formuladas con almidén (Cousin,
1995).

Con el objeto de establecer la relacion entre niveles de carbohidratos y la excreciéon
nitrogenada juveniles de P. stylirostris fueron alimentados por 20 dias con cuatro dietas
practicas diferentes las cuales tenian concentraciones de 1, 10, 21 y 33% de carbohidratos,
40, 33, 26 y 18 % de proteinas y 7% de lipidos. La excrecion nitrogenada fue medida en
camaras cerradas de flujo continuo y por diferencia entre los niveles de amonio en el agua a
la entrada y a la salida de cada camara. Las mediciones se hicieron en animales mantenidos
por 12 horas en ayuno (pre-prandial) y después de haber alimentado (post-prandial).

Los resultados indican que el metabolismo nitrogenado de los animales esta estrechamente
vinculado con el nivel de proteinas de la dieta, mostrando valores mas altos en los animales
alimentados con las dietas bajas en carbohidratos y altas en proteinas (Fig. 6). Asi mismo se
observd que la diferencia entre los niveles de excrecion pre y post-prandial disminuye en
relacion al aumento de los carbohidratos de la dieta. Estos resultados ponen en evidencia que
los camarones utilizan las proteinas dietéticas cuando estas se encuentran en exceso en la
dieta.
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Figura 6. Efecto de los niveles de carbohidratos dietéticos en la excrecion nitrogenada de juveniles de
camaron azul P. stylirostris

9. Efecto de los niveles de carbohidratos dietéticos en la excrecion
nitrogenada de juveniles P. setiferus y P. vannamei.

(Carlos Rosas', Gabriel Taboada', Gerard Cuzon?, Gabriela Gaxiola® y Alain
Van Wormdut®. 1. Fac. de Ciencias, UNAM; 2. Aquacop, IFREMER Tahiti, 3.
Laboratoire de Biologie Marine du College de France, France ).

Siguiendo un disefio experimental similar al anterior se elaboraron cuatro dietas con
diferentes niveles de carbohidratos (6, 15, 23 y 32%, en base seca). Estas dietas fueron
suministradas a juveniles de P. setiferus y P. vannamei de 1.5 g de peso vivo en promedio
durante 3 semanas, después de las cuales se evaluaron algunas respuestas fisioldgicas. Los
animales fueron colocados individualmente en respirémetros de flujo de 250 mL y mantenidos
a 28°C y salinidad de 350/00. El consumo de oxigeno y la excrecién nitrogenada fue evaluada
tanto en animales en ayuno (12 h) como en camarones alimentados. Estas mediciones
permitieron calcular el sustrato energético que los animales utilizan en relacion al tipo de dieta
suministrada. De acuerdo con Mayzaud y Conover (1988) la razén O:N puede ser usada para
identificar el sustrato energético utilizado por los organismos acuaticos bajo una condicion
determinada. Con base en las rutas bioquimicas de la degradacion de nutrientes, estos
autores propusieron que una razén O:N entre 3 y 16 representa el uso de proteinas como
sustrato energético. Conforme la razén O:N aumenta el sustrato energético cambia
apareciendo los lipidos los cuales llegan a ser el 50% del sustrato energético cuando los
valores de O:N estan entre 50 y 60. Valores mayores representan sustratos mezclados donde,
en la medida que el O:N aumenta las proteinas disminuyen y aumentan los lipidos y los
carbohidratos. Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el O:N de los
animales alimentados con los diferentes tipos de alimento esta en funcién de los niveles de
carbohidratos y proteinas de la dieta (Figura 7.)
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Figura 7. Efecto de los niveles de carbohidratos y proteinas dietéticas en la razén O :N de juveniles de P.
setiferus y P. vannamei

En ambas especies se observo que el sustrato metabdlico de los animales cambia en funcion
de los niveles de carbohidratos y proteinas de la dieta. En P. setiferus se observé un cambio
entre sustratos energéticos mezclados de proteina-lipidos a lipidos proteina, con los valores
mas altos en los camarones alimentados con una proporcion de 32% de carbohidratos y 27%
de proteina. En P. vannamei aunque también el sustrato metabdlico cambia con la dieta en
esta especie fue mas evidente el uso de sustratos energéticos mezclados con predominancia
proteica.

Las diferencias entre especies ha sido interpretada en el sentido tanto de las diferencias en
los requerimientos como de la forma en que cada una de ellas utilizan los aminoacidos como
fuente de energia. Al parecer P. stiferus tiene la tendencia a utilizar mejor los sustratos
energéticos vinculados a la mezcla lipidos-proteinas lo cual pudiera estar bien relacionado
con los hébitos preferentemente homnivoro-herbivoros de la especie.

10.-Conclusiones

La excrecion nitrogenada, al igual que otras respuestas fisioldgicas cambia con el tipo de
alimento, debido principalmente a que en los crustaceos y en particular en los camarones
peneidos, las proteinas y su metabolismo son esenciales para la vida de estos organismos.
La cosntitucion proteica del cuerpo de los camarones es una evidencia directa de la
importancia que tiene el metabolismo del nitrdgeno. Aunque el metabolismo nitrogenado ha
sido poco considerado en los estudios fisiolégico-nutricionales es evidente que los datos que
reportan pueden coadyuvar a una mejor comprension de los requerimientos nutricionales de
las especies comerciales de camarones peneidos. El uso de métodos de medicion precisos
que permitan la evaluacion confiable del amonio producido por organismos aclimatados en
camaras respirométricas adecuadas, seguramente permitird avanzar con pasos soélidos en la
comprension del metabolismo del nitrégeno y de su integracion hacia el crecimiento. Por otro
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lado, es evidente que se requiere de una mayor cantidad de estudios basicos que aborden los
mecanismos bioquimicos que intervienen en la sintesis, degradacion, transporte, y excrecion
de los productos nitrogenados. A la fecha muchos de los mecanismos han sido descritos en
insectos 0 en mamiferos. La comprension adecuada de estos mecanismos seguramente
permitird establecer con mayor precision las vias metabdlicas, coadyuvando al manejo de los
factores de crecimiento proteico que tanto interesan a los productores de crustaceos
cultivables.
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