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Introduccioén:

En los ultimos afios ha incrementado considerablemente el interés en varios aspectos del
metabolismo lipidico en las larvas de peces marinos y su relacion con el crecimiento. La
utilizacion de los lipidos dietéticos y los requerimientos nutricionales van a verse directamente
afectados por diversos cambios morfoldgicos y fisiolégicos que suceden a los largo del
desarrollo larvario.

Entre estos cambios, evidentemente aquellos que afectan al sistema digestivo van a estar
directamente relacionados con la utilizacion de los nutrientes dietéticos y el tipo de alimento
que en consecuencia hay que ofrecer a la larva. Asi, aunque los enterocitos son funcionales al
final del periodo lecitotréfico en las larvas de diversas especies de peces marinos, estas
células del epitelio intestinal se presentan poco desarrolladas. A lo largo del desarrollo se
incremento la talla y el nimero de organulos en el enterocito a la vez que el niumero de
pliegues intestinales va incrementando, asi mismo el estomago se va formando y mejorando
su funcion. Todos estos cambios conducen de una u otra forma a una mejora en la eficacia
de digestion y absorcion en el pez. Otro aspecto interesante es la incorporacion por
pinocitosis de proteinas intactas observada en el epitelio rectal y que es considerada como un
sistema de absorcion de nutrientes importante en las larvas de los peces, permitiendo la
incorporacion de enzimas u hormonas presentes en las presas vivas.

El desarrollo y el crecimiento larvarios estan regulados por hormonas. El desarrollo del
sistema endocrino parece suceder en tres fases principales: durante la fase embrionario los
organos endocrinos no son funcionales y las hormonas de origen materno se reducen,
durante la fase de transicion éstos 6érganos empiezan a formarse pero los niveles hormonales
permanecen muy bajos y finalmente durante la fase de transformacion la actividad de los
organos endocrinos se acelera y los niveles tisulares de las distintas hormonas presentan
grandes variaciones (Tanaka et al., 1995). Hormonas como la tiroxina, el cortisol, la hormona
del crecimiento y la prolactina estan implicadas en alteraciones del metabolismo de los
lipidos. Los niveles de estas hormonas cambian a lo largo del desarrollo, siendo muy bajos o
no apreciables durante la eclosion pero incrementando a medida que la larva crece y
mostrando entre ellas diferencias en la distribucion de picos de maxima actividad.

Como consecuencia de éstos y otros cambios, por ejemplo, en la forma de intercambio de
gases 6 de natacion, en el metabolismo 6 en la formacién de varios érganos y sistemas, se
pueden esperar alteraciones en la eficacia de digestion, absorcion, transporte o utilizacion de
lipidos dietéticos a lo largo del desarrollo larvario.
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Digestion

Puesto que el sistema digestivo es menos complejo en una larva que en un pez adulto,
podemos esperar una menor capacidad digestiva en la primera. A pesar de que la presencia
de actividad lipolitica en las larvas de peces marinos fue detectada por algunos
investigadores pioneros hace casi veinte afios, los estudios sobre la capacidad de las larvas
para hidrolizar lipidos dietéticos son escasos.

Varios tipos de lipasas han sido encontrados en el tracto digestivo de peces juveniles o
adultos. Entre ellas, la lipasa neutra no-especifica activada por las sales biliares (BAL)
parece, jugar un papel principal en la digestion de lipidos neutros en varias especies de peces
tales como anchoa, lubina listada, salmdn, trucha arcoiris, bacalao y dorada, japonesa. Esta
enzima cataliza la hidrdlisis no sélo de acilglicéridos, sino también de otras grasas dietéticas
menores incluyendo los ésteres de colesterol y los ésteres de vitaminas. También hay
evidencias de la presencia de lipasa pancreatica especifica (MPL) en varias especies, aunque
s6lo ha sido aislada en trucha arcoiris. Esta enzima es activada por colipasa en presencia de
sales biliares y es especifica para triacilglicéridos. La actividad de la fosfolipasa A2 (PI,A2) ha
sido encontrada en varias especies de peces (Izquierdo y Henderson, 1998). PLA2 cataliza la
hidrolisis del &cido graso en la segunda posicion de los fosfoglicéridos (PL) produciendo
acidos grasos libres y lisofosfoglicéridos.

A pesar de estos importantes avances en la digestion de lipidos en peces, los estadios
referentes a larvas son escasos, sobre todo, aquellos que estudian la digestion de los lipidos
dietéticos en el lumen del intestino. Estudios recientes sobre estos aspectos adaptando el
método fluorimétrico desarrollado por Izquierdo y Hederson (1998) nos han permitido detectar
la actividad de lipasa neutra en las larvas de dorada desde la primera alimentacion exdgena.
Esta actividad incrementa durante los primeros dias del desarrollo larvario, multiplicado por
cinco y ocho los niveles iniciales en los dias nueve y quince de edad respectivamente. Aunque
algunos autores afirman que las larvas no presentan una falta de capacidad digestiva durante
la primera alimentacion exdgena (Segner et al., 1993), otros consideran que las larvas
dependen principalmente de las enzimas digestivas presentes en las presas vivas (Munilla et
al., 1993), constituyendo este hecho al menos uno de los efectos beneficiosos de la
alimentacion larvaria con presas vivas frente a dietas artificiales. Por ello, varios autores han
incluido enzimas digestivas en microdietas con distinto grado de éxito en términos de mejorar
el cultivo larvario.

Aunque la lipasa pancreética especifica ha sido detectada en algunas especies, este tipo de
enzima no parece ser la principal responsable de la digestién de los lipidos neutros en los
peces marinos. Las grasas conteniendo acidos grasos polinsaturados de la serie n-3,
predominantes en el medio marino y esenciales para peces marinos, son mas resistentes a la
hidrélisis por la MPL. Por el contrario, ha sido demostrada la especificidad por éstos acidos
grasos de la BAL. Asi, aunque la MPL porcina hidroliza preferencialmente los ésteres del 18:1
n-9 sobre los del 18:2 11-6 6 18:3 n-3, la BAL de peces muestra una preferencia por 20:5 n-3
y 20:4 n-6 sobre 18:2 n-6 y 18:1 n-9 (lijima et al., 1998). Nuestros estudios sobre la digestion
de lipidos dietéticos en las larvas de dorada, han mostrado que la actividad de la lipasa
neutra incrementdé mas cuando las larvas son alimentadas con rotiferos que contienen
triglicéridos (TG) ricos en &cido eicosapentaendico (20:5 n-3, EPA) que cuando son ricos en
acido docosaexaendico (22: 6n-3, DHA) 6, principalmente, acido oléico. Estos resultados
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estan de acuerdo con las especificidades encontradas por lijima et al. (1998) y sugieren que la
BAL esta presente en el lumen de digestivo de dorada desde la primera alimentacion
exogena.

Recientemente se han estudiado los patrones de distribucion de la actividad lipasica a lo largo
del tracto digestivo de juveniles y adultos de peces, y parecen diferir entre las distintas
especies (Cliakrabarti et al., 1995; Izquierdo y Henderson, 1998). La actividad lipasica neutra
esta ampliamente distribuida a lo largo del tracto digestivo con una menor proporcion de la
actividad total presente en el estbmago. En contraste con la mayor actividad lipolitica
encontrada en la region anterior del intestino que en la posterior en bacalao, dorada y pargo
(Izquierdo et al., 1997), en especies como el rodaballo la mayor proporcidon de actividad
lipasica neutra ocurre en la parte posterior. También la actividad fosfolipasica en esta ultima
especie es superior en el intestino posterior. Esta diferencia en la distribucion de la actividad
lipolitica en el rodaballo podria estar relacionada con la menor longitud del tracto digestivo,
con un mayor plegamiento de la mucosa y un incremento de la absorciéon en la regiéon
posterior del intestino. Este patron de distribucion de la actividad lipolitica encontrado en
peces adultos, casi desaparece en juveniles, sugiriendo una menor diferenciacion funcional en
el tracto digestivo de peces juveniles.

Absorcion y transporte

Absorcion de lipidos en peces se asemeja a la de mamiferos. Después de la hidrdlisis
intraluminal, la grasa dietética es incorporada a las células epiteliales del intestino por
difusién de una forma micelar de monoglicéridos y acidos grasos libres. La reacilacion sucede
en el reticulo endoplasmico y sus productos son liberados en la submucosa como
quilomicrones 06 lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).

La capacidad de absorciéon de lipidos por el epitelio intestinal al comenzar la alimentacion
exogena ha sido observada en las larvas de varias especies. En dorada aparecen pequefias
gotas lipidicas en la zona apical de los enterocitos desde la primera alimentacion,
evidenciando una temprana capacidad de absorcion lipidica. A pesar de esta precoz habilidad
para absorber lipidos, al final de la fase lecitotréfica, los enterocitos son funcionales pero
estdn poco desarrollados en las larvas de lubina, mostrando una presencia limitada de
reticulo endoplasmico (Deplano et al., 1991). Asi, sélo una pequefa proporcion de los lipidos
absorbidos es incorporada en las lipoproteinas, sugiriendo una reducida capacidad de
transporte lipidico. Tras varios dias de alimentacidon con zooplancton se observa un mayor
namero de vacuolas lipidicas, la eficacia de transporte de lipidos parece mejorar a partir del
dia nueve, cuando se observa una intensificacion de la sintesis de lipoproteinas,
conjuntamente con un incremento de la deposicion de glucoégeno en el higado. A partir del dia
dieciocho Deplano et al. (1989) sugieren incluso una mayor capacidad de sintesis de
lipoproteinas y transporte de lipidos que en la lubina adulta.

Sin embargo, si las larvas de lubina se alimentan con microdietas, el transporte de lipidos se
reduce, como sugiere el menor desarrollo del reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi en
los enterocitos (Deplano et al., 1991). El transporte de lipidos desde el enterocito al hepatocito
parece ser incrementado por la suplementacion de la dieta con fosfolipidos (Kanzawa et al.,
1993). La alimentacion de dorada con microdietas sin suplementacion de lecitina produce
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acumulacion de vacuolas lipidicas en la zona basal del enterocito y esteatosis en el tejido
hepético. Ambos efectos son reducidos por la adicion de 2% de lecitina de soja en la dieta lo
que denota el incremento del transporte de lipidos en el intestino y el higado. La deficiencia
dietética de fosfolipidos ha sido asociada con la acumulacion de gotas de grasa en los
enterocitos del intestino anterior en larvas de carpa, sugiriendo que este tipo de lipidos
tienden a tener un papel especifico en la sintesis de VLDL como sucede en mamiferos
(Fontagne, 1996). La acumulacion de gotas de grasa en el enterocito es reducida por la
alimentacion con fosfatidil colina (PC), mientras que el fosatidil inositol (lll) es incapaz de
prevenir dichas alteraciones (Fontagne, 1996). El incremento de la sintesis de lipoproteinas
por la PC de la dieta puede estar relacionada con su predominancia en las lipoproteinas de
los peces (95% de los fosfoglicéridos de las lipoproteinas) en comparacion con otros
fosfoglicéridos y una posible estimulacion de la secrecion de apoproteinas como sucede en
mamiferos (Field y Mathtir. 1995).

La composicién de &cidos grasos de los fosfolipidos también parece determinar el efecto
beneficioso de estas clases lipidicas. En la larva de dorada, la acumulacion de vacuolas
lipidicas en la zona basal del enterocito causada por la alimentacion con microdietas sin
suplementacion de los lipidos, desaparece cuando las larvas son alimentadas con un 0.1% de
PC tanto de origen marino (calamar) como vegetal (soja). Sin embargo, solo la PC de origen
marino fue capaz de evitar completamente la esteatosis hepética causada por la alimentacion
con microdietas sin suplementacion de fosfolipidos, sugiriendo el efecto combinado de la PC
y los n-3 HUFA dietéticos para promover la utilizacion de los lipidos hepaticos. De hecho, se
ha reconocido ampliamente la capacidad de ambos tipos de moléculas para activar la sintesis
de lipoproteinas. La composicion de &cidos grasos difiere entre los distintos tipos de
lipoproteinas reconocidos en los peces y es afectada por los lipidos dietéticos (Lie et al.,
1993). VLDL sintetizada principalmente en el intestino y en el higado, presenta menores
proporciones de acidos grasos n-3 que HDL que proviene principalmente del higado, el
intestino y la lipdlisis de otras lipoproteinas.

La alimentacion con n-3 HUFA en forma de PL o TG parece ser mas eficaz en la prevencion
de la deficiencia en acidos grasos esenciales que los acidos grasos libres. Asi, la reduccion
del crecimiento larvario que se observa cuando se alimenta con rotiferos enriquecidos con
ésteres metilicos de acidos grasos en vez de TG, ha sido asociada con la incorporacion de
los n-3 HUFA principalmente en la fraccion de los acidos grasos libres del rotifero (Izquierdo
et al. 1989). De esta manera, ademas del contenido total de n-3 HUFA en la dieta, la forma
molecular en que éstos se presentan parece afectar al crecimiento y supervivencia de las
larvas. De hecho, la incorporacion de los acidos grasos libres de la dieta en los lipidos de la
larva es menor que la de los TG 6 PL de la dieta (Salhi et al. en prensa).

Por otra parte, la alimentacion de larvas de dorada con microdietas que contienen PL,
marinos (ricos en n-3 HUFA) en vez de TG marinos mejora significativamente el crecimiento
(Salhi et al.,, en prensa). Las larvas alimentadas con triglicéridos marinos presentan
acumulacion de vacuolas lipidicas en la zona basal del enterocito y esteatosis hepatica,
denotando la buena absorcién de los TG pero también la reduccién del transporte de lipidos a
los tejidos periféricos. Sin embargo, la alimentacion con PL, marinos redujo notablemente la
acumulacion de lipidos en ambos tejidos.
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Evidencias enzimaticas, histolégicas y bioquimicas sugieren que las larvas de peces marinos
son capaces de digerir y absorber eficazmente los TG ricos en n-3 HUFA, pero la
alimentacion con PL particularmente si son ricos en n-3 HUFA, mejorara la digestion de PL y
especialmente el transporte de lipidos permitiendo una mejor incorporacién de n-3 HUFA en
los lipidos de membrana de las larvas y estimulando el crecimiento.

Acidos grasos esenciales

La esencialidad de los n-3 HUFA para las larvas de peces marinos ha sido revisada por varios
autores (Watanabe y Kiron, 1994; Izquierdo, 1996). Estudios recientes han demostrado la
importancia del acido araquiddinico (AA) en las larvas de algunas especies de peces marinos.
En larvas de dorada, el AA dietético parece ser importante para la supervivencia, pero no es
tan eficaz para mejorar el crecimiento como el DHA o el EPA. Asi. la elevacién de los niveles
de AA de 0. 1 a 1 % en las microdietas mejora significativamente la supervivencia, pero solo
estimula ligeramente el crecimiento (Bessonart et al., en prensa).

Ademas de un requerimiento minimo para cada acido graso esencial, las proporciones
relativas entre los distintos acidos grasos polinsaturados en los tejidos de la larva parece
estar relacionada con los mejores resultados en crecimiento. Si existen interacciones
competitivas entre estos acidos grasos serd necesario controlar sus proporciones dietéticas.
junto con sus contenidos absolutos.

Como ha sido demostrado para dorada japonesa (lijima et al., 1998) y larvas de dorada, la
competicion entre AA, EPA y DHA podria incluso comenzar desde los procesos de digestion,
pues al menos la BAL presenta una mayor afinidad por lipidos neutros esterificados a EPA o
AA que a DHA.

Puesto que las acilasas y transacilasas que esterifican los acidos grasos a los distintos PL.
demuestran preferencias por algunos acidos grasos, la competicion entre polinsaturados a
este nivel es obvia. Por ejemplo, la afinidad de las PC y especialmente, PE sintetasas por
DHA, particularmente en la segunda posicién parece ser muy fuerte. Por una parte, la
elevacion del DHA en la microdieta para dorada de 0.7 a 2.6% con un nivel constante de EHA
(0.7%). incremento los niveles de DHA en la segunda posicion de PE/, inhibiendo los de EPA
y mejorando significativamente el crecimiento. Por otra parte, la elevacion de los niveles
dietéticos de EPA de 0.3 a 1. 1 %, a niveles constantes de 1)1 [A y AA (0.7 y 0.06%
respectivamente) fue incapaz de desplazar el DHA de ambas clases lipidicas. Sélo el
incremento conjunto de los niveles de EPA hasta 1.7% y AA hasta 0.7% desplazé el DHA de
la posicion 2 de la PC e incremento el contenido de EPA en la posicion 2 de PE, reduciendo el
crecimiento consecuentemente y sugiriendo la importancia de mantener una relaciéon
equilibrada entre acidos grasos de 20 y 22 carbonos.

De forma similar, la elevacion de los niveles de AA de 0.1 a 1.5% (DHA 1.2% y EPA 0.7%) no
solo no desplazé el DHA y EPA de los PL, larvarios sitio que increment6 la incorporacion de
los tres acidos grasos en la segunda posicion de PC y PE. Curiosamente, los niveles de EPA
fueron siempre mayores que los de AA en esas dos clases lipidicas, a pesar de los mejores
niveles de EPA en la dieta, demostrando la incorporacion preferente de EPA en la PC y PE.
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Es necesario continuar el estudio del efecto de una mayor elevacion de los niveles de AA
dietéticos y la posible competicion con el EPA por la sintesis de PL.

Otro nivel de competicién bien conocido entre AA y EPA es la sintesis de eicosanoides.
Ambos &cidos grasos son sustratos adecuados para las lipooxigenasas para producir
leucotrienos de las series 4 y 5 respectivamente y para las ciclooxigenasas para producir
prostanoides de las series 2 y 3 respectivamente.

Finalmente, los &cidos grasos de las series n-6 y n-3 también compiten por las desaturasas y
elongasas que intervienen en las sintesis de acidos grasos, aunque este tipo de competicion
no parece ser tan interesante en peces marinos debido a la practicamente nula actividad de
algunas de estas enzimas en dichas especies.

Las evidencias de estas interacciones competitivas entre acidos grasos esenciales sugieren
que para poder estimar los requerimientos dietéticos se deben investigar no solamente sus
niveles dietéticos absolutos sino también las proporciones relativas entre ellos.
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Figura. 1. Evolucion de las sales biliares activadas por la lipasa en el tracto digestivo de dorada (Sparus
aurata) durante el desarrollo larval (datos de los autores).
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Figura. 2. Efecto de la alimentacion de dorada (Sparus aurata) con rotiferos ricos en docosahexanoico,
cicosapentaenoico o acidos oleicos en la sal biliar activada por la lipasa en el tracto digestivo de la larva
(datos de los autores).

Figura. 3. Distribucién entre los diferentes segmentos digestivos de la lipasa neutra en el tracto digestivo en
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juveniles de algunas especies marinas (Izquierdo et al. 1997-, Izquierdo y Henderson, 1998).
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Figura. 4. Efecto de los niveles del acido araquidonico dietético en la sobrevivencia larval de dorada (Sparus
aurata) (Bessonart et al. submitted).
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Figura. 5. Efecto de los niveles de DHA dietético en dorada (Sparus aurata) crecimiento e incorporacién de
DRA y EPA en los lipidos larvales (Dictary EPA y AA: 0.7 y 0.06% d.w., respectivamente) (datos de los
autores).
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Figura. 6. Efecto de los niveles dietéticos de EPA en el crecimiento e incorporacion de los lipidos larvales
DHA en dorada (Sparus aurata) (Dieta DIJA y AA-. 0.7 y 0.06% d.w., respectivamente) (datos de los
autores).
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Figura. 7. Efecto de los niveles dietéticos de EPA de dorada (Sparus aurata) en el crecimiento e
incorporacion de DHA y EPA en los lipidos larvales (Dieta DHA y AA-. 1.1 y 0.7% d.w., respectivamente)
(datos de los autores).

259



——-DHA in PE

—i- EPA in PE
70

S + 41 3
X 69 | 36 o
S 1 =)
S 31 &
~ 68- o
[ + 26 ©
2 t21 g
= 67 g
2 . —» 16 g
g 6. — +11 3§
o
— -— u +~6 <

65 T T T l

0 05 1 15 2

% AA en microdietas

Figura. 8. Efecto de los niveles dietéticos de AA en dorada (Sparus aurata) en el crecimiento e incorporacion
de DHA y FPA en los lipidos larvales (dieta DHA y EPA: 1.2 y 0.7% d.w., respectivamente) (datos de los
autores).
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