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RESUMEN

Los lípidos son moléculas muy importantes para todos los organismos vivos, incluyendo a
los crustáceos; ya que son de alto valor energético y proveen componentes indispensables para
la formación de membranas. En crustáceos, el colesterol y los ácidos grasos poliinsaturados son
además esenciales para un adecuado crecimiento y desarrollo, y por lo tanto deben de ser
aportados por la dieta. El transporte de los lípidos en la sangre o hemolinfa es mediado por
lipoproteínas. En crustáceos se han identificado lipoproteínas de alta densidad (HDL) y de
muy alta densidad (VHDL). La lipoproteína de alta densidad del camarón blanco tiene una
densidad de 1.14 gr/ml y ha sido caracterizada como una molécula compuesta de una
apolipoproteína glicosilada de 98 kDa, donde los carbohidratos asociados contienen manosa y
los lípidos corresponden a aproximadamente 50% de la molécula. Los lípidos mas abundantes
en el plasma de camarón blanco y en la lipoproteína son los fosfolípidos, seguido de los
acilgliceroles, esteroles y trazas de ácidos grasos libres, siendo esto similar a los reportes de la
HDL del langostino Pacifastacus leniusculus. Se determinó la composición de aminoácidos y el
terminal amino de la apolipoproteína, encontrándose una alta homología con la HDL de P.
leniusculus. Se demostró que la HDL se sintetiza y localiza en el hepatopáncreas por
inmunocitoquímica y PCR. Utilizando anticuerpos policlonales contra la lipoproteína del camarón
blanco, se ha detectado la presencia de proteínas homólogas en la hemolinfa del camarón café (P.
californiensis) y del camarón azul (P. stylirostris). Recientemente se identificó también, una
lipoproteína glicosilada de muy alta densidad compuesta por dos subunidades de
aproximadamente 200 kDa unidas por puentes disulfuros.
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INTRODUCCION

El camarón es uno de los recursos pesqueros más importantes en el Noroeste de México. Su
comercialización proviene de la captura de camarón silvestre y de la acuacultura. Esta última toma
cada día mas importancia: de las 15, 223 toneladas de camarón obtenidas en el ciclo de 1995,
aproximadamente 2,500 correspondieron a camarón de cultivo (SEMARNAP-Imparcial, 1996).

Los métodos de cultivo utilizados van desde un sistema extensivo tradicional hasta uno
intensivo, donde la concentración de animales provoca situaciones que ocasionan pérdidas por
agresión, canibalismo y, al mismo tiempo, aumentan la susceptibilidad a las enfermedades
(Briggs et al., 1988).

Por otro lado, hay que considerar que para tener competitividad es necesario mantener un
adecuado control de costos, especialmente del alimento, el cual puede representar hasta el 60%
de los costos de producción (Infofish, 1988).

Hasta ahora, la proteína es el componente mas vigilado y costoso de las dietas, sin embargo,
el cuidado de la cantidad y calidad de los lípidos está tomando cada vez mas importancia. Por
ello, para aumentar la eficiencia en la conversión de alimento a tejido, es necesario profundizar
en el conocimiento de los lípidos. Esto permitirá a mediano y largo plazo, optimizar las
condiciones de cultivo. Para lograrlo, es necesario estudiar y relacionar los aspectos nutricionales,
bioquímicos y fisiológicos de los lípidos y de su transporte desde los sitios de absorción y
almacenamiento hasta los sitios donde son utilizados.

En este trabajo, nuestro grupo se ha enfocado al estudio de los lípidos plasmáticos y sus
acarreadores que son las lipoproteínas, primeramente identificando las moléculas y después
determinando sus características moleculares así como su lugar de síntesis.

LIPIDOS PLASMATICOS

A pesar de que los lípidos son importantes en la alimentación de los crustáceos, incluyendo el
camarón, los estudios bioquímicos y la caracterización de estos componentes plasmáticos son
escasos.

Los niveles de lípidos plasmáticos en crustáceos son relativamente bajos, sin embargo
ocupan el segundo lugar en concentración entre los componentes del plasma, siendo superados
solo por la proteínas (Dall et al., 1990). Se ha determinado que en los camarones, al igual que en
otros crustáceos, el ácido linoleico, linolénico, araquidónico, eicosapentanoico, docosahexenoico
y el colesterol son importantes tanto para el metabolismo energético, como para la formación de
membranas celulares y de hormonas durante los procesos de crecimiento, desarrollo, maduración
y reproducción (Dall et al., 1993). Sin embargo, mucho falta por conocer sobre su regulación,
almacenamiento y transporte.

El principal órgano de reserva de los lípidos es el hepatopáncreas o glándula digestiva de
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donde son liberados hacia el plasma (Dall et al., 1990). Aunque los lípidos parecen estar
involucrados en la reproducción y ser requeridos para la formación de los huevos, la concentración
de proteínas y de lípidos en el plasma del camarón blanco P. vannamei juvenil fue muy similar
en ambos sexos. Como se aprecia en la Tabla 1, las concentraciones plasmáticas de las proteínas
fueron de aproximadamente 100 mg/ml, mientras que la de lípidos fue de aproximadamente 2.4
mg/ml tanto para hembras como para machos (Ruiz Verdugo, 1996). Estos valores son similares
a lo reportado respecto a lípidos plasmáticos en P. japonicus con 2.5 mg/ml (Lee, 1991) y un
rango de 3 a 8 mg/ml (Vazquez-Boucard et al., 1989).

Tabla 1. Concentración de proteína y lípidos en P. vannamei

Muestra Proteína(P) Lípidos L) L + P %L
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

H 96.06 + 1.21 a 2.37 + 0.11 98.42 2.4
Plasma

M 102.05 + 0.90a 2.55 + 0.11 104.60 2.44

H 1.85b 1.42 + 0.13 3.28b 43.41b

HDL
M 1.93b 0.94 + 0.06 2.87b 32.87b

a Media y desviación estándar de tres repeticiones.
b Datos basados en HDL corregida por ELISA.

Los lípidos plasmáticos del camarón blanco fueron identificados por cromatografía de capa
fina (CCF), observándose que los fosfolípidos son los compuestos mas abundantes. Cabe
señalar, que el alto contenido de fosfolípidos, es una característica de los crustáceos (Chang y
O�Connor, 1983) aunque en el plasma de camarón también se detectaron esteroles y
diacilgliceroles (Ruiz Verdugo et al., submitted). El análisis de los fosfolípidos por CCF en dos
dimensiones identificó en orden de abundancia, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y
fosfatidilserina y bajas concentraciones de esfingomielina y lisofosfatidilcolina, Figura 1 (Ruiz
Verdugo et al., submitted). Estos mismos compuestos se han encontrado en la hemolinfa de
diversos crustáceos (Lee, 1991; Lee y Puppione, 1988; Mourente et al., 1994; Spaziani et al.,
1986; Spaziani y Wang, 1991; Stratakis et al., 1992).
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Figura 1. CCF. Análisis de lípidos plasmáticos por TLC. Panel A, lípidos neutros,
carril 1, ácido linoleico; carril 2, ácido palmítico; carril 3, acil palmitinas; carril 4,

esteroles; carril 5, estearinas; carril 6, plasma de camarones machos; carril 7, plasma
de camarones hembras; carril 8, plasma humano; carril 9, BHT. Panel B, separación

de fosfolípidos en 2D-CCF; PC, fosfatidilcolina; PS, fosfatidilserina;
PE, fosfatidiletanolamina; LPC, lisofosfatidilcolina; SP, esfingomielina.
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LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Debido a su baja solubilidad en agua, los lípidos requieren una vía de transporte a través del
sistema circulatorio de los animales (Haunerland, 1989). Estos acarreadores son proteicos y el
complejo lípido-proteína constituyen las lipoproteínas (Lp) (Lee, 1991), las cuales son las
responsables de la movilización de lípidos desde los sitios de absorción o almacenamiento,
hacia los sitios de utilización. El conocimiento sobre las lipoproteínas de crustáceos es reciente
y escaso, siendo superado por los estudios en insectos (Kanost et al., 1990). Actualmente se
han descrito dos tipos de lipoproteína en el plasma de los crustáceos. Las lipoproteínas de
transporte presentes tanto en machos como en hembras y las vitelogeninas. Estas últimas son
lipoproteínas asociadas con la reproducción, específicas de las hembras en estado reproductivo,
y son las encargadas del transporte de lípidos hacia los oocitos (Lee, 1991).

LIPOPROTEINAS DE TRANSPORTE

El estudio de las lipoproteínas de transporte es importante desde diversos puntos de vista,
incluyendo: la evolución de los medios de transporte de lípidos en animales, su función como
proveedores de lípidos para los órganos de utilización, su papel en la movilización de lípidos de
reserva, el control hormonal del metabolismo de lípidos y el transporte de lípidos para la
formación de membranas (Spaziani y Wang, 1991).

Debido a la presencia de lípidos, la densidad de las lipoproteínas es menor que la de la mayoría
de las proteínas. A su vez, la cantidad de los lípidos puede variar y con ello su densidad. Las
lipoproteínas se clasifican en base a su densidad en: muy baja densidad (VLDL << 1.006 g/ml), baja
densidad (LDL 1.006-1.06 g/ml), alta densidad (HDL 1.06-1.21 g/ml) y lipoproteínas de muy alta
densidad (VHDL >> 1.21 g/ml) (Lee y Puppione, 1978; Lee, 1991; Mathews y van Holde, 1990).
La diferencia de densidad también se ha utilizado para el aislamiento de lipoproteínas por medio de
ultracentrifugación en gradiente de densidad (Eldestein y Scanu, 1986).

Una Lp de transporte de alta densidad (HDL), no asociada con el sexo se aisló de plasma de
P. vannamei mediante dos pasos consecutivos de ultracentrifugación en gradiente de densidad
de bromuro de potasio. La HDL tiene una densidad en el rango de 1.10 a 1.17 g/ml con un pico
máximo a 1.14 g/ml. La presencia de lípidos se corroboró porque la HDL se une al colorante
lipofílico negro de Sudán en electroforesis nativas, (Yepiz-Plascencia et al., 1995). Esta HDL
está presente en concentraciones similares en camarones juveniles de ambos sexos, por lo que
se considera como una lipoproteínas no asociada con el sexo (Yepiz-Plascencia et al., 1995).
Esta HDLs también se han estudiado y reportado en P. japonicus (Teshima y Kanazawa,
1980), y P. semisulcatus (Tom et al., 1993).

Aunque con la misma función, la HDL del camarón tiene diferencias con la HDL de otros
organismos. Mientras que las lipoproteínas de mamíferos (Roheim, 1986) o insectos tienen dos
o más apoproteínas (Kanost et al., 1990), la HDL de P. vannamei contiene solo una apoproteína
de alto peso molecular, 98 kDa (Figura 2). La proteína además de lípidos asociados, posee
residuos de carbohidratos tipo manosa covalentemente ligados al polipéptido, los cuales se
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identificaron por medio de reacciones con lectinas (Yepiz-Plascencia et al., 1995).

Figura 2. SDS-PAGE. Análisis electroforético de fracciones obtenidas en el
aislamiento de la HDL por ultracentrifugación en gradiente de densidad. Estándares
de pesos moleculares; A,B,C,D y E , fracciones I, II, III y IV del primer gradiente de

ultracentrifugación. A, plasma; B, fracción I; C, fracción II; D, fracción III; E, fracción
IV; F y G, HDL aislada por dos gradientes consecutivos de ultracentrifugación.
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A la HDL purificada se le determinó su secuencia N-terminal y su composición de aminoácidos
(Ruiz Verdugo et al., submitted). Aunque los 15 residuos determinados re-presentan solamente
el 2% de la apoproteína, se encontró alta similaridad con el N-terminal de la HDL del langostino
Pacifastacus leniusculus, (Hall et al., 1995) y el alineamiento de estas dos secuencias se presenta
en la Figura 3 (Ruiz Verdugo et al., submitted).

La identidad entre estas dos secuencias es de 67%, subiendo hasta 87% si se toman en
cuenta los residuos de aminoácidos reemplazados por un cambio conservativo. Esta similitud
es muy alta, considerando el tamaño del fragmento secuenciado y que provienen de un crustáceo
marino (camarón) y de uno de agua dulce (langostino), por lo que es posible que esta proteína
esté ampliamente distribuida en los crustáceos y que sea altamente conservada.

Figura 3. Alineación de las secuencias N-terminal de las HDL de P. vannamei y
Pacifastacus leniusculus. Los residuos encerrados en el cuadro son idénticos en

ambas secuencias. Se indican con + los residuos que corresponden a
reemplazamientos conservados.

Por su parte, el contenido de aminoácidos de la HDL de camarón refleja un alto contenido
de ácido aspártico+asparagina y de ácido glutámico+glutamina, un bajo contenido de metionina
y un contenido moderado de aminoácidos aromáticos y básicos (Ruiz-Verdugo et al., submitted),
similar a los componentes de la HDL plasmática no asociada con el sexo de Potamon potamios
(Stratakis et al., 1992).

Los lípidos constituyentes de la HDL purificada y del plasma también han sido estudiados.
Para esto se utilizaron microtécnicas enzimáticas acopladas, de forma independiente de HDL
de hembras y machos para la cuantificación. Los resultados se presentan en la Tabla 2.

Lípidos y lipoproteínas plasmáticas de camarón
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Tabla 2. Cuantificación de clases de lípidos en plasma y
HDL de camarón (mg/ml)*

Muestra AGL1 ACG2 Esteroles2 Fosfolípidos

H 3.87 + 0.39 36.84 + 4.89 25.32 + 1.53 1.43 + 0.32
Plasma

F 1.26 + 0.23 39.39 + 2.61 27.81 + 1.77 1.39 + 0.29

H 2.98 + 0.87 29.74 + 0.09 21.17 + 0.49 1.83 + 0.29
HDL

F 2.98 + 0.13 28.90 + 1.11 21.52 + 2.37 1.95 + 0.013

* Media y desviación estándar de tres repeticiones
AGL = ácidos grasos libres,
ACG = acilgliceroles
H = hembras, M = machos
1 X10 -3
2 X 10 -2

Los lípidos mas abundantes tanto en el plasma como en la HDL son los fosfolípidos, seguido de
los acilgliceroles, esteroles y ácidos grasos libres, además las concentraciones de los mismos son
similares entre ambos sexos (Ruiz-Verdugo et al., submitted). Por sumatoria de los lípidos determinados
en la HDL de camarón se calcula que la lipoproteína contiene por lo menos un 32.87% y un 43.41%
de lípidos para hembras y machos, respectivamente. Estos son valores intermedios comparados con
los reportados para Cancer antenarius con 30.7% (Sapaziani y Wang, 1991) y Pacifastacus leniusculus
con 47.6% (Hall et al., 1995). Cabe señalar, que los valores encontrados dependen de las clases de
lípidos y las técnicas utilizadas para la cuantificación, así como de las variaciones entre especies,
variaciones provocadas por el clima, el estadío del animal, la temperatura e, incluso, se han reportado
variaciones relacionadas con la hora del día en que se colecta la hemolinfa del animal (Vazquez-
Boucard et al., 1989).

El método de ultracentrifugación también se ha utilizado para el aislamiento de la HDL del
plasma de P. californiensis y P. stylirostris. La HDL de estas dos especies posee características
muy similares a las de P. vannamei, es decir son proteínas monoméricas con polipéptidos de
aproximadamente 100 kDa, glicosiladas y además, son reconocidas por anticuerpos policlonales
preparados contra la HDL de P. vannamei.

Además de HDL, en el plasma de camarón hemos identificado otra lipoproteína con mayor
densidad (>> 1.17 g/ml) por lo que la hemos considerado como VHDL. Esta lipoproteína se ha
aislado también por ultracentrifugación en gradiente de densidad. La VHDL tiene una densidad
de aproximadamente 1.22 g/ml y está formada por un polipéptido de aproximadamente 200
kDa unidos por puentes disulfuro y corresponde a la banda tenue localizada en el carril D de la
Figura 2. Una VHDL plasmática también ha sido reportada en P. leniusculus y está formada por
11. 4% de lípidos y un polipéptido de 210 kDa (Hall et al., 1995).
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LOCALIZACION Y SITIO DE SINTESIS DE LA HDL

En los mamíferos se conoce que el hígado sintetiza y secreta algunas lipoproteínas (Lehninger
et al., 1993). Ya que el hepatopáncreas realiza funciones de tipo hepáticas, y que es el principal
órgano de reserva de lípidos en crustáceos (Dall et al., 1990) se investigó la presencia de la HDL
en esta glándula por inmunocitoquímica utilizando anticuerpos anti-HDL. Con esta metodología
fue posible detectar la HDL en el citoplasma de las células que forman la capa epitelial de los
túbulos del hepatopáncreas (Figura 4).

Figura 4. Detección inmunocitoquímica de la HDL en criosecciones de
hepatopáncreas de P. vannamei (400X).

Aunque estos experimentos localizaron a la HDL en células secretoras del hepatopáncreas,
no prueba de forma concluyente que la síntesis de HDL se lleva a cabo en éstas células. Para
comprobar este punto, se diseñaron oligonucleótios (primers) a partir del N-terminal de la
HDL. Uno de estos oligonuclétidos fue usado primeramente para producir el cDNA (DNA
complementario) a partir del mRNA (RNA mensajero) por medio de la enzima transcriptasa
reversa. Este cDNA fue posteriormente amplificado por la reacción de polimerasa en cadena,
obteniéndose un fragmento de DNA con tamaño de aproximadamente 118 pb. Con estas dos
metodologías se comprobó la presencia tanto del RNAm como de la HDL en hepatopáncreas
del camarón, de donde es probablemente secretada al plasma.

Lípidos y lipoproteínas plasmáticas de camarón
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Una de las principales funciones del hepatopáncreas o glándula digestiva es la secreción de
enzimas digestivas (Dall et al., 1990). Entre éstas se incluyen proteasas, lipasas y colagenasas
(Dall et al., 1990). En particular, la presencia de quimiotripsina ha sido localizada en las células
F (Van Wormhoudt et al., 1995) y la fenoloxidasa en las células R (Yang et al., 1993). Sin
embargo, en la HDL además de la síntesis del polipéptido es necesaria la incorporación de los
lípidos para producir la lipoproteína completa, proceso que probablemente ocurre en el mismo
tejido ya que éste es la reserva principal de lípidos en crustáceos.
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