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RESUMEN

Se aliment6 a juveniles de jurel de Castilla (Seriola lalandi) con cuatro dietas con
diferente contenido de colesterol para estimar el efecto sobre el crecimiento y la
acumulacién de colesterol en tejidos de higado y muasculo. Las dietas incluyeron las
siguientes concentraciones de colesterol: Dieta Col/0.0: 530, Col0.05: 2,880, Col0.12:
4120 y Col0.19: 6,170 mg kg' de grasa cruda. Al término de 60 dias el mayor
crecimiento correspondid a los peces alimentados con la dieta Col0.05, resultando
mayor que Col0.0y Col0.19, pero sin diferencias significativas con respecto a la dieta
Col0.12. La concentracién de colesterol en higado y musculo no fue influenciada por el
contenido de colesterol en las dietas. Se asume que juveniles de Seriola lalandi son
capaces de sintetizar colesterol cuando se les suministra en cantidades reducidas en el
alimento, pero este proceso es acompanado por reduccion de crecimiento. Se concluye
que el contenido de colesterol en las dietas acuicolas para Seriola lalandi tiene efectos
sobre su crecimiento. El maximo crecimiento fue registrado con la concentracion de
2,880 mg kg™'. Se estimé el requerimiento de colesterol mediante regresién cuadréatica
como 3,020 mg kg’ de grasa cruda. No se detectaron precursores de la biosintesis de
colesterol en los tejidos de higado y musculo de los jureles al final del experimento. La
ausencia de acumulacién en musculo e higado de los fitoesteroles que son ingeridos

en el alimento sugiere que estos son metabolizados rapidamente.
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INTRODUCCION

El jurel de Castilla (Seriola lalandi, YTK) es un pez marino con altos
requerimientos energéticos (Pirozzi & Booth, 2009) y tiene una distribucién mundial en
aguas subtropicales y templadas. Debido a su crecimiento rapido (Moran et al., 2009)
es cultivado mundialmente, principalmente en jaulas en el mar (Fernandes & Tanner,
2008). También hay interés de cultivarlo en sistemas de recirculacién acuicola con el fin
de minimizar los impactos sobre el ambiente y alcanzar con mayor rapidez las tallas
que demanda el mercado (Abbink et al., 2011; Orellana et al., 2013). Como ocurre con
otras especies de importancia para la acuacultura, se realizan numerosos estudios con
el fin de reemplazar la harina de pescado (FM) y el aceite de pescado (FO) con
ingredientes alternativos. Aceite de pollo (PO) y aceite de canola (CO) en sustitucion de
FO (Bowyer et al., 2012) y harina de soya (SBM) en lugar de FM (Bowyer et al., 2013)
han sido utilizados en dietas acuicolas para YTK. Debido a su impacto econémico y
sobre la sustentabilidad de las pesquerias, la necesidad de reducir el uso de FO y FM
en las dietas acuicolas es bien conocida y ha sido un punto central en la investigacién
realizada sobre nutricion acuicola por mas de una década (Tacon & Metian, 2009;
Hardy, 2010).

La mayoria de los estudios sobre sustitucion de FO por aceites vegetales (VO)
se han enfocado en mantener en las dietas las cantidades necesarias de acidos grasos
poli insaturados de cadena larga (LC-PUFA) para el éptimo desarrollo de los peces.
Principalmente los &cidos grasos esenciales eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) y

docosahexaenoico (22:6 n-3, DHA) (Turchini et al., 2009; Nasopoulou & Zabetakis,
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2012). Por el contrario, son escasos los estudios sobre la cantidad de colesterol
necesaria para el desarrollo de los peces.

El colesterol es una biomolécula presente en todas las células animales. Tiene
propiedades anfipaticas, conferidas por un grupo hidroxilo enlazado a un esqueleto de
27 atomos de carbono que contiene un nucleo rigido de cuatro anillos no aromaticos.
Cumple funciones diversas, como formar parte de la bicapa lipidica de las membranas
celulares, en las que modula su fluidez y permeabilidad. El colesterol es necesario para
la sintesis de sales biliares, que facilitan la digestién de los lipidos al emulsificarlos,
formando micelas e incrementando la actividad de lipasas (lijima et al, 1998). Es
precursor de hormonas esteroides, como los estrogenos y testosterona. Los
corticosteroides, como progesterona, aldosterona y corticosterona, también derivados
de colesterol, intervienen en la regulaciéon del sistema inmunolégico y reacciones
inflamatorias. Todas estas funciones hacen del colesterol una biomolécula versétil y de
gran importancia para organismos animales. EI FO es una fuente abundante de
colesterol, con concentraciones que oscilan entre 5,210 mg kg y 7,660 mg kg ' de
aceite (Figura 1), cantidades muy superiores a las encontradas en otras grasas de
origen animal. EI PO contiene 580 mg kg, la manteca de cerdo 930 mg kg™ y la grasa
de res 1,090 mg kg' (Higgs & Dong, 2000).

Los VO, frecuentemente utilizados en la formulacién de alimentos para peces,
tienen una composicion de esteroles muy distinta respecto al FO, pues carecen de
colesterol. En su lugar contienen fitoesteroles como -sitosterol, stigmasterol,
campesterol o brasicasterol, entre otros. La cantidad y proporcién depende de la fuente

vegetal, sin embargo el B-sitosterol suele ser el mas abundante (Abidi, 2001). El
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contenido de fitoesteroles en el aceite de palma varia de 362 a 627 mg kg, el aceite
de soya 1,837 ~ 4,089 mg kg™, el CO 4,824 ~ 11,276 mg kg™'. Por lo tanto, cuando se
sustituye FO por VO, el perfil de esteroles de las dietas acuicolas es modificado,
reduciéndose la concentracion de colesterol e incrementandose la de fitoesteroles. Los
fitoesteroles, al ser ingeridos, no cumplen las mismas funciones que el colesterol en los
animales. Los fitoesteroles compiten directamente con las moléculas de colesterol en
los mecanismos de asimilacién, desplazandolo de las micelas en el lumen intestinal,
disminuyendo asi su absorcion. Esta caracteristica ha promovido su uso como
tratamientos para la hipercolesterolemia en humanos, reduciendo significativamente las
concentraciones de colesterol en plasma sanguineo cuando son ingeridos (Normen et
al., 2001; Ostlund, 2004; Ketomaki et al., 2005).

En un trabajo con lobina europea (Dicentrarchus labrax), los peces fueron
alimentados con dietas en donde se reemplazé6 casi toda la FM, rica en colesterol, por
una mezcla de harinas vegetales (VM), por un periodo de doce semanas, sin presentar
reducciones significativas en el crecimiento. A pesar de que se agreg6 FO a las dietas
entre en un 15 y 20 %, encontraron una disminucién significativa de las
concentraciones de colesterol en plasma sanguineo (Kaushik et al. 2004). Se han
registrado efectos similares en otras especies. Hansen et al. (2007) evaluaron el efecto
de la substitucién de la FM sobre el crecimiento del bacalao del Atlantico (Gadus
morhua); y encontraron que después de 28 semanas el crecimiento sélo disminuyd en
los peces que fueron sometidos a substituciones superiores al 50 %. Sin embargo, la
concentracion de colesterol en la sangre disminuyé con todos los niveles de

substitucién (25, 50, 75 y 100 % por una mezcla de SBM, extracto de proteina de soya
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-SPI- y gluten de harina de trigo -WGM-), presentando una relacién inversa conforme
disminuia la proporcién de FM. Sitja-Bobadilla et al. (2005) en un bioensayo con
duracidn de seis meses también encontraron una alta correlacién negativa (r = -0.988,
P < 0.05) entre la concentracidn de colesterol en la sangre de los peces y la inclusién
de VM como reemplazo de FM (sustituciones de 50, 75 y 100 %) en dietas para
dorada (Sparus aurata).

En otro bioensayo con Dicentrarchus labrax, se substituy6 el 60 % del FO por
una mezcla de CO, linaza y palma durante 64 semanas; el crecimiento no disminuyé
significativamente pero fue apreciable la presencia de hipocolesterolemia en los peces
alimentados con los VO respecto a los alimentados con FO (Richard et al. 2006). En el
caso del salmén del Atlantico (Salmo salar), cuando Jordal et al. (2007) sustituyeron el
100 % del FO por una mezcla de VO (CO, palma y linaza), encontraron
concentraciones de colesterol en plasma significativamente menores que aquellos
alimentados con FO. Esta diferencia sélo la encontraron dentro de los primeros diez
meses de engorda de los juveniles (de talla inicial de 0.160 £ 0.052 g), es decir, durante
la etapa de vida en agua dulce. Tras la transicion a agua de mar, las concentraciones
de colesterol en plasma de ambos grupos de peces no presentaron diferencias. La
hipocolesterolemia también fue observada en un ensayo de cinco semanas con YTK
(Bowyer et al., 2012); los peces fueron alimentados con dietas con reemplazos de 50 y
100 % de FO por CO y PO. El reemplazo de 50 % no produjo hipocolesterolemia,
mientras que los reemplazos de 100 % tanto por CO como por PO, generaron
disminuciones significativas en la concentraciéon de colesterol en el plasma sanguineo

de los peces.



Aunque se sabe que los peces tienen la capacidad de sintetizar colesterol
(Leaver et al., 2008; Deng et al., 2010), no hay evidencias concretas acerca de cuanto
colesterol o con qué eficacia puede ser sintetizado. Los procesos metabdlicos de
regulacion de homeostasis de colesterol en peces son desconocidos hasta la fecha, y
dado que el colesterol puede ser sintetizado, no es considerado un nutriente esencial.
Aun asi, los reportes indican que la inclusién de VO y VM en dietas acuicolas para
varias especies de peces, tienen efecto sobre el balance de colesterol, induciendo
hipocolesterolemia. Por otra parte, cuando las dietas acuicolas son suplementadas con
taurina, se ha observado una reduccién de los signos hipocolesterolémicos en el
medregal de Japén (jurel Japonés, Seriola quinqueradiata) (Maita et al., 2006).

La taurina interviene en diversos procesos fisiolégicos que incluyen la
osmorregulaciéon y la digestion de lipidos al conjugarse con el colato de sodio (sal
derivada de colesterol) para formar el taurocolato de sodio, la principal sal biliar de
YTK. La taurina ha sido establecida como un nutriente esencial para el YTK, entre otras
especies, debido a su deficiente capacidad de sintesis (Takagi et al., 2008). En dietas
para rodaballo (pez plano, Scophthalmus maximus), el suplemento de taurina vy
colesterol registré el maximo crecimiento comparado con las dietas en donde sélo se
agreg6 taurina, sélo colesterol o sin suplementos. Los autores propusieron un efecto
sinérgico entre colesterol y taurina que promueve el crecimiento (Yun et al., 2012).

La falta de colesterol en las dietas tiene también efectos sobre el sistema
inmunolégico de los peces. En la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se ha
registrado la disminucion de la capacidad inmunolégica cuando las dietas contienen

cantidades minimas de colesterol (Deng et al., 2012), reflejada por una baja actividad
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antioxidante y una menor resistencia a infecciones de patégenos (Aeromonas
hydrophila). Mientras que el suplemento de taurina y colesterol mejoro la resistencia a
infecciones bacterianas de Lactococcus garvieae en juveniles de Seriola

quinqueradiata y mejord su crecimiento (Maita et al., 2006).

HIPOTESIS

e Los peces marinos como el jurel de Castilla (Seriola lalandi) son incapaces de
mantener la homeostasis de colesterol mediante biosintesis enddgena, por lo

que el colesterol debe agregarse en su alimentacion.

e Las dietas ricas en aceites vegetales para el jurel de Castilla (Seriola lalandi)
tienen efecto sobre la acumulacion de los fitoesteroles en el pez, ademas de

reducir el crecimiento y supervivencia.

e La cantidad de colesterol presente en las dietas para jurel de Castilla (Seriola
lalandi) tiene influencia sobre la concentracion de colesterol presente en los

tejidos musculares y hepaticos.



OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar el efecto de la concentracidén de colesterol en el alimento para el jurel de
Castilla (Seriola lalandi) sobre el crecimiento y supervivencia de los peces, asi

como la concentracién de este nutriente en sus tejidos.

Objetivos particulares

e Estimar el efecto de cuatro diferentes concentraciones de colesterol en el
alimento para juveniles de jurel de Castilla (Seriola lalandi) sobre el crecimiento y

supervivencia.

e Establecer si la concentracién de colesterol en el alimento tiene una relacion
directamente proporcional con la concentraciéon de colesterol en el musculo y el

higado del jurel de Castilla (Seriola laland).



MATERIALES Y METODOS

Dietas experimentales

Se formularon cuatro dietas con la misma composiciéon proximal (Dieta Col0.0,
Dieta Col0.05, Dieta Col0.12 y Dieta Col0.19), con 45 % de proteina cruda, proveniente
de una mezcla de concentrado de proteina de soya (SPC) y FM. El contenido de grasa
cruda fue de 21 %. La fuente de lipidos fue una mezcla de aceite de oliva y CO,
ademas de FO bajo en colesterol. Se agreg6 colesterol (Sigma Chemicals, 92.5%) a las
dietas disolviendo las siguientes cantidades en la mezcla de aceites: Dieta Co/0.0: no
se agreg6 colesterol, Dieta Col0.05: 5.8023 g por 10 kg de alimento, Dieta Col0.12:
12.5874 g, Dieta Co/0.19: 19.3988 g. La composicion de ingredientes y la composicién
proximal se muestran en el Cuadro 1. Los esteroles identificados en las dietas
experimentales se muestran en la Figura 2. Grenetina y fécula de maiz fueron
preparadas con agua caliente hasta disolverse y cristalizarse, respectivamente; se
combinaron con el resto de los ingredientes hasta formar una masa homogénea en una
mezcladora mecanica con capacidad para 10 kg. La mezcla se hizo pasar a través de
un molino de carne con una matriz de 4 mm, los hilos de masa fueron cortados y
distribuidos en charolas de malla de acero inoxidable que fueron colocadas en una
estufa ventilada a 65 °C durante 24 h. El alimento fue empacado en bolsas plasticas,

etiquetado y almacenado a -30 °C hasta ser utilizado.



La FM utilizada en las dietas fue desengrasada extrayendo los lipidos con
hexano. Lotes de 5 kg de FM fueron inmersos en 10 L de hexano durante 24 h en
cubetas de 19 L, utilizando una tela de algodén para retener la FM. Posteriormente el
solvente fue drenado y la FM fue exprimida para eliminar el exceso de liquido. La FM
fue colocada nuevamente en las cubetas y se agregaron 5 L adicionales de hexano
limpio y se dejaron transcurrir 24 h. Se realiz6 un tercer ciclo de extraccion repitiendo el
proceso anterior y utilizando 5 L mas de hexano limpio, totalizando 20 L de hexano por
cada 5 kg de FM. Después del tercer ciclo de extraccion se colocé la FM en charolas
de plastico y se secé a temperatura ambiente dentro de una campana de extraccién
para eliminar los restos del solvente.

Para remover el colesterol del aceite de pescado se aprovechd su afinidad por
los fosfolipidos. Con este fin se utilizé lecitina granular de soya como fuente de
fosfolipidos. Se preparé pasta de lecitina, mezclando lecitina granular de soya y agua
destilada (1:1, peso:volumen). Lotes de 900 g de FO fueron mezclados con 90 g de
pasta de lecitina en un procesador de alimentos de % hp. La mezcla resultante fue
vertida en tubos Falcon de 50 mL y centrifugada a 4 rcf durante 10 min, permitiendo la
separacion de dos fases. El sobrenadante fue vertido nuevamente en el procesador de
alimentos, el precipitado (pasta de lecitina enriquecida con colesterol) fue desechado.
Se repitieron dos ciclos mas de mezclado con pasta de lecitina y centrifugacion

utilizando siempre pasta de lecitina recién preparada.



Sistema de cultivo

Se utilizaron 84 juveniles de YTK con talla promedio de 125 g, obtenidos de una
granja comercial (Baja Seas S. A. de C. V., Ensenada, Baja California, México). Se
usaron doce estanques de 500 L, con siete peces por estanque, con tres repeticiones
por cada tratamiento. Los estanques estuvieron conectados a un biofiltro en un
sistema de recirculacion con 5 % de recambio diario de agua. La temperatura del agua
fue mantenida a 21 + 1 °C utilizando calentadores eléctricos controlados por un
termostato dentro de un reservorio posterior al biofiltro. Los peces fueron alimentados
a mano diariamente, cuatro veces al dia (8:00, 11:00, 14:00 y 17:00 hrs.) hasta su
saciedad aparente, durante 60 dias.

Al transcurrir los 60 dias, los peces dejaron de ser alimentados durante las
ultimas 24 h para evacuar sus intestinos. Se capturaron con redes de mano todos los
peces de cada estanque y fueron colocados en tanques plasticos de 200 L previamente
llenados con agua con hielo. Los peces permanecieron en el estanque con hielo hasta
morir por hipotermia. Al morir los peces se registré6 su peso, y se continudé con el
estanque siguiente hasta concluir con los doce. Se utilizaron cinco peces por estanque
para tomar muestras de higado y musculo, que fueron procesadas como se indica en la

seccidn Extraccion de lipidos y cuantificacion de colesterol.

Se calcularon los siguientes indices para evaluar el crecimiento de los peces:

Ganancia de peso (WG):

WG (%) = [(Peso final — Peso inicial) x 100 + Peso inicial]
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Tasa especifica de crecimiento (SGR):
SGR (% d') = [(In Peso final — In Peso inicial) + d] x 100

Donde d es tiempo de alimentacién en dias.

Coeficiente térmico de crecimiento (TGC):
TGC = [(Peso final"® — Peso inicial”®) = (T x t)] x 1000

Donde T es temperatura en °C y t es tiempo de alimentacién en dias.

Requerimiento de colesterol
Se utilizd un analisis de regresién polinomial de segundo orden para estimar el
requerimiento preliminar de colesterol. El requerimiento se consider6 como el 95 % de

Imax:

R=a+bl+cP

Imax=-0.5x (b +¢)

Donde R es peso final (g), / es la concentracion de colesterol (mg kg™’ de grasa cruda),

Imax es la concentracion de colesterol que genera mayor crecimiento.
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Analisis proximales

La composicion proximal de las dietas fue analizada por triplicado y se expresa
como porcentaje con base en materia seca de acuerdo con los procedimientos
estandarizados (AOAC, 1995). El contenido de humedad de cada dieta fue calculado
con muestras de 2 g pulverizadas con un mortero de porcelana y secadas a peso seco
constante a una temperatura de 60 °C. El contenido de nitrégeno total se determind
por el método micro-Kjeldahl, utilizando 50 mg de muestras pulverizadas. El porcentaje
de proteina cruda fue calculado como % N x 6.25. La concentracion de grasa cruda fue
determinada gravimétricamente por el método Soxhlet. Se utilizaron muestras de 1 g y
éter de petrdleo como solvente de acarreo. El contenido de cenizas fue estimado
calcinando 1 g de muestra a una temperatura de 550 °C durante 6 h. El extracto libre
de nitrogeno (NFE) se calcul6 por diferencia:

NFE = 100 - (% Proteina cruda + % Grasa cruda + % Cenizas)

Extraccion de lipidos y cuantificacion de colesterol

Se utilizaron muestras de higado y musculo para extraer y cuantificar el
colesterol presente de acuerdo con los métodos de la AOAC (1990). Muestras secas de
tejido (secadas a 100 °C durante 24 h) fueron pulverizadas con un mortero de
porcelana. El polvo resultante fue sometido a una version modificada del protocolo de
Bligh & Dyer (1959), en donde se reemplaz6 cloroformo por diclorometano y se

sustituye la filtracion con papel por centrifugacién. Se agregd a cada muestra una
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alicuota de 5a-colestano disuelto en metanol como estédndar interno antes de realizar la
extraccion de lipidos. El extracto de lipidos totales fue saponificado con 1 mL de
solucién de KOH 1.0 N (90 % etanol, 10 % agua destilada) a 70 °C en viales de vidrio
ambar de 4 mL con tapa de rosca por un periodo de 30 min. Al enfriarse a temperatura
ambiente se agregaron 1,000 pL de agua destilada y 400 uL de hexano, se tapé y agitd
mecanicamente. Se dej6 reposar hasta la separacién de dos fases, se recupero la fase
superior (fraccion no saponificable disuelta en hexano) y se almacend en un vial limpio,
la fase acuosa se lavo tres veces.

Se evapordé el hexano colocando los viales en un bloque térmico a 65 °C bajo un
flujo de nitrogeno. Las muestras secas (fraccién no saponificable) fueron derivatizadas
agregando 700 pL de HTP (Hexametildisilazano:Trimetilclorosilano:Piridina, 2:1:5, v:v:v)
a cada muestra. Los viales fueron llenados con nitrégeno y tapados. Las muestras se
incubaron a temperatura ambiente durante 15 min. Se evapord la piridina residual bajo
un flujo de nitrogeno y las muestras derivatizadas y secas fueron disueltas en
volumenes conocidos de hexano para su posterior analisis por cromatografia de gases
equipado con un detector de ionizacién de llama (GC-FID).

El andlisis cromatografico se realizé con el equipo 6850 Network GC System de
Agilent Technologies (GC-FID) y una columna capilar Agilent Technologies HP-1 (100
% dimetil polisiloxano, 30 m, 0.320 mm didmetro interno, 0.25 um espesor de fase). Las
condiciones del analisis fueron para el horno, temperatura inicial: 150 °C, mantenida
durante 3 min, 25 °C min™' hasta 200 °C, 5 °C min™ hasta 280 °C, 1 °C min" hasta 295
°C. Se utilizé hidrogeno como gas acarreador a una presion inicial de 20 psi, mantenida

por 2 min; 40 psi min™' hasta 4 psi mantenidos por el resto del anélisis. La temperatura
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del inyector se fij6 a 280 °C y el detector a 330 °C, con un flujo de 45 mL min™ de
hidrégeno y 450 mL min” de aire. El volumen de inyeccién fue 1 pL, las muestras
fueron inyectadas manualmente en modo splitless.

Para identificar los esteroles en los tejidos analizados, se inyectaron cinco
muestras representativas bajo condiciones similares en un sistema de cromatografia de
gases y espectrémetro de masas (GC-MS) (Agilent Technologies 7890A GC System)
con una columna DB-5 (5 % difenil, 95 % dimetil polisiloxano, 30 m, 0.250 mm didmetro
interno, 0.25 um espesor de fase) y utilizando el método de monitorizacién selectiva de
iones (SIM). Los iones monitorizados fueron los reportados por Ahmida et al. (2006)
para la identificacion de esteroles: m/z 351 y 456 para desmosterol, m/z 443 y 458 para
latosterol, m/z382 y 472 para campesterol, m/z 129 y 486 para 3-sitosterol. El volumen

de inyeccion fue 1 L, las muestras fueron inyectadas por un inyector automatico.

ANALISIS ESTADISTICOS

Las pruebas estadisticas fueron realizadas con el paquete de software
SigmaPlot (versién 12.3). Los valores de peso ganado (WGQG), tasa especifica de
crecimiento (SGR), coeficiente térmico de crecimiento (TGC) y concentracion de
esteroles en tejidos fueron evaluados con un analisis de varianza de una via (ANOVA)
con un nivel de significancia de P < 0.05. Se aplicé una prueba de Tukey para

identificar las diferencias entre grupos.
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RESULTADOS

Crecimiento y supervivencia

Al término de los 60 dias de experimentacién, no se encontraron diferencias
significativas en las tasas de supervivencia, aunque sélo en los grupos Col0.05 y
Col0.12 el valor fue 100 % (Cuadro 2). El maximo crecimiento se alcanz6 con la Dieta
Col0.05. La WG de los peces alimentados con la Dieta Co/0.05 fue de 186.2 + 8.8 g,
significativamente mas alta que la Dieta Co0/0.0 (145.3 £ 16.7) y Dieta Co0/0.19 (142.1 £
16.5), pero no mayor que la Dieta Col0.12 (162.8+ 6.9). La SGR fue de 1.52 = 0.04
para la Dieta Col0.05, que fue la mas alta, mientras que la mas baja fue la Dieta
Col0.19 (1.26 + 0.11). La dieta Co0l/0.0 sigui6 con 1.28 + 0.11 y la Dieta Col/0.12 con
1.39 + 0.05. El TGC fue significativamente mayor para la Dieta Co0/0.05 (1.41 = 0.05),
por encima de Dieta Co0/0.0 (1.16 = 0.11) y Dieta Co0/0.19 (1.14 + 0.11), pero no fue
diferente de la dieta Col0.12 (1.27 + 0.05). El valor de Imax calculado con el modelo
cuadréatico de requerimientos de nutrientes (Figura 3) fue de 3,179 mg de colesterol kg™
de grasa cruda. Considerando el 95 % de este valor, se estimé el requerimiento como

3,020 mg kg™
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Colesterol en tejidos

La concentracién de colesterol en el alimento no influyé sobre la concentracion
de colesterol en el higado (Figura 4). No se detectaron diferencias significativas en las
concentraciones de colesterol en las muestras de tejido de higado y musculo entre
ninguno de los grupos (Cuadro 2). Aunque es notable un valor menor para el tejido de
musculo de la Dieta Co/0.19 y una ligera relacién inversa entre el colesterol en la dieta
y el colesterol en el musculo (Figura 5). Los precursores de colesterol (desmosterol y
latosterol) no fueron detectados en las muestras de higado (Figura 6) ni en las
muestras de musculo analizadas por cromatografia de gases y espectrometria de
masas (GC-MS). Los fitoesteroles B-sitosterol y campesterol fueron detectados por el
método SIM en las muestras de higado de todos los tratamientos experimentales,
aunque por su baja concentracion, los picos no pueden apreciarse a simple vista
(Figura 6). Dichos fitoesteroles aunque fueron detectados e identificados no pudieron
ser cuantificados debido a la carencia de estandares analiticos para cromatografia de
gases. Los fitoesteroles [-sitosterol y campesterol no fueron detectados en las

muestras de musculo por el analisis por método SIM (Figura 7).

16



Pescado {

R Colesterol
1 Avenasterol
A Brasicasterol
Campesterol
B Sitosterol
B Stigmasterol

Pollo
Cerdo i}

Res

Canola

Oliva

Soya

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Concentracién de esteroles (mg kg de aceite).

Figura 1. Concentracidn tipica de esteroles en lipidos de origen animal y vegetal.

Grafica generada con datos obtenidos de Higgs & Dong (2000), Piironen et al. (2000).
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Cuadro 1. Ingredientes (g por cada 100 g), composicion proximal con base en materia

seca (%) de cuatro dietas experimentales con diferentes concentraciones de colesterol.

TRATAMIENTOS

Ingredientes Col0.0 Col0.05 Col0.12 Col0.19
Sg;:entrado de proteina de 19 19 19 19
desongracada 4 4 4 4
Aceite de oliva 4 4

Aceite de canola

Aceite de pescado 7 7

Almidén de maiz 12.9 12.85 12.80 12.70
Grenetina 4 4 4 4
Rovimix® 3.0 3.0 3.0 3.0
Stay C° 0.25 0.25 0.25 0.25
Taurina 0.5 0.5 0.5 0.5
Benzoato de sodio 0.25 0.25 0.25 0.25
Cloruro de colina 0.09 0.09 0.09 0.09
a-Tocoferol 0.01 0.01 0.01 0.01
Colesterol 0 0.0580 0.1258 0.1939

Composicion proximal (% de materia seca)

Humedad (%)
Proteina cruda (%)

Grasa cruda (%)

Cenizas (%)
ELN®

Colesterol (% de grasa cruda)

1.82
45.89
21.05
10.63
22.43
0.053

1.82
45.25
21.31
10.76
22.68
0.288

1.85
45.25
20.49
11.04
23.22
0.412

1.76
45.74
20.93
11.47
21.86
0.617

2Rovimix®

®Stay—C donado por DSM, Guadalajara, México.

°Extracto libre de nitrégeno: calculado por diferencia. ELN = 100 — Proteina cruda — Grasa cruda

- Cenizas.



Cuadro 2. indices biolégicos, tasa de supervivencia y concentraciones de colesterol en
higado y muasculo. Juveniles de jurel de Castilla (Seriola lalandi) alimentados con cuatro
concentraciones de colesterol por 60 dias (media + desviacién estandar). Valores en la

misma fila con superindice distinto fueron significativamente diferentes (P < 0.05).

TRATAMIENTOS

Col0.0 Col0.05 Col0.12 Col0.19

Indices bioldgicos

Peso inicial (g) 125.0+0.8 125.3+0.5 124.9 + 1.1 124.9 +0.9

Peso final (g) 270.3 £ 15.5% 311.4+9.4° 287.6 +6.4°  267.0+16.4°

SGR (% dia™) 1.28 +0.10° 1.52 +0.04° 1.39 + 0.05% 1.26 +0.11°

TGC 116 +0.11° 1.41 +0.05° 1.27 £0.05®  1.14+0.11°

Ganancia de peso (g) 145.3 + 16.7° 186.2 +8.8° 162.8 £6.9%°  142.1+16.5°

Ganancia de peso (%) 116.3 £ 14.7° 148.6 + 6.5° 130.4+6.5°  113.8+13.3°

Supervivencia (%) 95.2 +8.25 100 100 90.5 +8.25
Concentracion de colesterol en tejidos

Higado (mg g”') 2.543+2288 2410+0.978 2.582+0.500 2.585+0.764

Musculo (mg g™) 1.478 +0.396  1.404+0.0594 1.362+0.284 1.136 +0.247
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DISCUSION

La SGR que se registré en este trabajo se encuentra dentro de un rango similar
al encontrado en el trabajo de Orellana et al. (2013), esto es, comparando el rango de
tallas correspondiente. En dicho estudio se utilizaron distintas dietas comerciales con
altos contenidos de proteina cruda (> 50 %) y cantidades moderadas de lipidos (entre
15y 20 % de grasa cruda). El experimento se realizd a una temperatura (22.6 + 1.4 °C)
similar a la del presente trabajo. Se ha reportado que un incremento de temperatura de
21 a 26.5 °C puede aumentar el peso final de juveniles de YTK hasta en un 54 % en
sistemas controlados, indicando un 6éptimo crecimiento para esta especie a esta
temperatura (Abbink et al., 2012). Al calcular los valores de TGC para los datos de
Orellana et al. (2013), y tomando en cuenta los rangos de tallas, se calcularon valores
que oscilan entre 1.09 y 1.22, son similares a los calculados para los peces
alimentados con las dietas Co0/0.0 (1.16 £0.11), Col0.12 (1.27 £0.05) y Co0/0.19 (1.14 £
0.11).

La adicion de colesterol a las dietas acuicolas presenta diferentes efectos sobre
el crecimiento y el desempero de los peces. En algunos estudios, particularmente
aquellos en donde se ha utilizado proteina de origen vegetal, el colesterol
suplementario ha aumentado el crecimiento y consumo de alimento (Fl) de los peces.
Por ejemplo, Twibell & Wilson (2004) reportaron aumentos significativos en la WG
cuando se agregé 1 % de colesterol en dietas de SBM para el bagre americano
(Ictalurus punctatus). En el mismo experimento, cuando se agregd colesterol a una

dieta con inclusion de SPI, también aumenté la WG, ademas del FI y SGR. En un
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estudio con Scophthalmus maximus, la adicién de 1 % de colesterol a una dieta con
alto contenido de proteina vegetal (SBM y WGM) incrementé Fl, WG y las
concentraciones de colesterol en higado y plasma sanguineo, al compararlo con una
dieta similar a la que no se le agreg6 colesterol. Sin embargo, cuando se agreg6 el 1.5
% de colesterol, el FI y WG disminuyeron respecto a los peces alimentados con la dieta
con inclusion de 1 % de colesterol (Yun et al., 2011).

Deng et al. (2010) encontraron que la tasa especifica de crecimiento del
lenguado japonés (Paralichthys olivaceus), disminuye cuando se agrega colesterol a
dietas basadas en ingredientes derivados del pescado. Los autores agregaron 1 % de
colesterol a una dieta basada en FM y encontraron una ligera disminucién (no
significativa) en el crecimiento. En ese mismo estudio, al agregar 1 % de colesterol a
una dieta de concentrado de proteina de pescado (FPC) sin grasa, el crecimiento
registrado fue menos de la mitad que para la misma dieta pero sin inclusién de
colesterol. Por su parte, el Fl fue solamente una cuarta parte del consumido por los
peces con la dieta de FPC sin colesterol (Deng et al.,, 2010). En un experimento con
lobina rayada hibrida (Morone chrysops x Morone saxatilis), la adicién de 1 % de
colesterol a una dieta de FM disminuyé la WG y el factor de eficiencia alimenticia
aunque no significativamente (Sealey et al.,, 2001). En un trabajo con Salmo salar, el
suplemento de 1 % de colesterol a una dieta de FM no tuvo influencia sobre la SGR ni
la mortalidad, pero si provocd una acumulacién de colesterol en el higado, ademas de
una mayor concentracién de colesterol en las heces, reflejada por una digestibilidad
aparente de colesterol significativamente menor que la del grupo control (dieta de FM

sin colesterol adicional) (Bjerkeng et al., 1999). En un estudio en donde se utiliz6 FM
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desengrasada no mejord el Fl pero si mejor6 la WG en juveniles de Scophthalmus
maximus (Zhu et al., 2014).

Deng et al. (2012) encontraron en un bioensayo con Oncorhynchus mykiss, que
las dietas formuladas sin colesterol o con bajas concentraciones, afectaban
negativamente la respuesta inmunoldgica de los peces. Concluyeron que el suplemento
de entre 0.6 y 1.2 % de colesterol en una dieta basada en SBM, mejoraba la resistencia
a infecciones por Aeromonas hydrophila y la respuesta inmunoldgica no especifica. Las
actividades de catalasa, superdéxido dismutasa, lisozima, fagocitosis, estallido
respiratorio y del sistema del complemento, todas se vieron positivamente
influenciadas. Sin embargo, cantidades de colesterol superiores a 1.2 % afectaron el
desempeno de los peces y las respuestas decayeron.

En el presente trabajo se observé una disminucion en el crecimiento con la
concentracion de colesterol mas baja (Dieta Co0/0.0, 530 mg kg™ de grasa cruda) y con
la mas alta (Dieta Col0.19, 6,170 mg kg™ de grasa cruda), respecto a la dieta C0/0.05.
Este resultado no era esperado, pues la concentracién de colesterol de Chol0.19 es la
que comunmente presenta el FO. Es importante mencionar que el balance de
colesterol en el organismo es el resultado del colesterol ingerido mas el colesterol
sintetizado enddégenamente, menos el colesterol expulsado en las heces (Jones, 1997;
van der Wulp et al., 2013). El colesterol excretado lo compone el colesterol no
absorbido en la digestién, el secretado por el higado (colesterol libre) asi como el que
se encuentra en forma de sales biliares. En YTK la conjugacién de sales biliares es
exclusivamente con taurina, y se sabe que la sintesis de sales biliares es la Unica via

de eliminacién de colesterol con la que dispone Seriola quinqueradiata (Khaoian et al.,
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2014). También se sabe que el colesterol tiene la particularidad de ser un lipido que no
es oxidado para la obtencién de energia, ni siquiera durante eventos de inanicion
(Haines, 2001).

Se ha apreciado en varios estudios que el aumento en las concentraciones de
colesterol y taurina en el alimento promueven la expresion del gen CYP7A1 (Yun et al.,
2011; Yun et al., 2012; Zhu et al., 2014) que sintetiza la proteina colesterol-7a-
hidroxilasa, enzima limitante en la sintesis de sales biliares a partir de colesterol
(Matsumoto et al., 2005). En juveniles de Seriola quinqueradiata, con la finalidad de
evaluar el efecto de la fortificacion del alimento con taurina, se reemplaz6 una porcion
de FM por SBM y en una dieta se agreg6 taurina como suplemento y en otra no se
agregd nada. Los peces alimentados con la dieta sin suplemento de taurina,
presentaron una acumulacién significativa de colesterol en el higado, a pesar de que el
alimento que ingirieron tenia una menor concentracion de este nutriente que la dieta
control, elaborada con FM. También encontraron disminucién en la sintesis de sales
biliares, asi como crecimiento reducido. Con el suplemento de taurina mejoré el
crecimiento y no se manifestd la acumulacién de colesterol en el higado, de igual
manera aumentd la sintesis y excrecion de sales biliares (Khaoian et al., 2014).

Tomando en cuenta los ejemplos anteriores y contrastandolos con los resultados
obtenidos en el presente trabajo, se propone que la concentracién de colesterol de la
dieta Col0.19 promovié la sintesis de sales biliares en los juveniles de YTK, proceso
que consume colesterol asi como taurina y podria reducir la disponibilidad de ambos
nutrientes. Como se sabe, la taurina es un nutriente esencial para el desarrollo 6ptimo

de YTK (Takagi et al, 2008), y al encontrarse en cantidades limitadas, estaria
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afectando el crecimiento de los peces alimentados con la dieta Col0.19. Esta hip6tesis
se apoya en el hallazgo de una correlacibn negativa entre la concentracion de
colesterol en el alimento y la presente en el musculo de los organismos, aunque no fue
estadisticamente significativa. Esto podria deberse al transporte de colesterol desde los
tejidos periféricos hasta el higado, proceso conocido como transporte reverso de
colesterol, que se realiza mediante su conjugacién con las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) (Chen et al., 2003). Las HDL transportan el colesterol hasta el higado,
donde es absorbido y posteriormente secretado en la bilis, tanto en su forma libre como
en forma de sales biliares. La bilis es transportada al lumen intestinal y finalmente es
expulsada en las heces (van der Wulp et al., 2013). Mediante este proceso el colesterol
en el musculo estaria siendo movilizado hacia el higado, en donde las concentraciones
no presentaron cambios y se estaria realizando la sintesis de sales biliares.

Se desconoce cuales son los mecanismos por los que el colesterol puede tener
efectos tanto positivos como negativos en el crecimiento y fisiologia de los peces. Los
resultados obtenidos por diversos estudios en ocasiones son contradictorios y varian
dependiendo de la especie y de la composicidén de ingredientes de las dietas utilizadas.
El colesterol interviene en muchas funciones metabdlicas, que incluyen la sintesis de
sales biliares (Goto et al., 1996), facilitar le digestion de lipidos (lijima et al., 1998) y
regular la diferenciacién celular (Porter et al., 1996; Jeong & McMahon, 2002). También
modifica la permeabilidad de las membranas celulares a los iones Na* y K*, lo que
disminuye la actividad de la ATPasa de sodio y potasio y ahorra energia a las células

(Haines, 2001).
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La biosintesis de colesterol es un proceso que consume mucha energia
metabdlica (Haines, 2001; Norambuena et al, 2013). En un estudio reciente con
Oncorhynchus mykiss, una dieta adicionada con 0.1 % de colesterol no produjo
diferencias en el crecimiento de los peces respecto a una dieta sin el suplemento, pero
si alterd su metabolismo y composicién bioquimica. Los peces que fueron alimentados
con una baja cantidad de colesterol realizaron un mayor gasto energético, que los
autores atribuyen al requerido para la biosintesis de colesterol, y que fue detectado
mediante la estimacion in vivo de la tasa de [B-oxidacién de acidos grasos. Las
concentraciones de colesterol en el muasculo y cuerpo completo de los peces no
presentaron diferencias, lo que sugiere que existe la capacidad de biosintesis. Las
diferencias en las tasas de B-oxidacién entre los grupos se manifestaron en el perfil de
acidos grasos del cuerpo completo, y presentaron una mayor acumulacion corporal de
acidos grasos esenciales 20:4(n-3) y 22:6(n-3) en el grupo alimentado con colesterol
alto (Norambuena et al., 2013). Otra diferencia apreciable fue que los peces
alimentados con la concentracién alta de colesterol, presentaron una mayor tasa de
digestibilidad aparente de este nutriente.

En el presente trabajo, los peces alimentados con la dieta Col/0.0 presentaron
concentraciones hepaticas de colesterol similares a los alimentados con las demas
dietas, y las concentraciones en musculo fueron ligeramente superiores aunque no
significativamente. Comparando con los resultados obtenidos por Norambuena et al.
(2013) se plantea que el crecimiento reducido en los peces alimentados con la dieta
Col0.0 se debe al gasto energético necesario para sintetizar colesterol y mantener los

niveles hepaticos estables. La biosintesis de una molécula de colesterol requiere de 18
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unidades de acetil coenzima A, 18 ATP, 16 NADPH y 4 moléculas de O, (van der Wulp
et al., 2013; Norambuena et al., 2013). Por lo que el esfuerzo metabdlico para
compensar la deficiencia alimenticia de colesterol podria ser la explicaciéon del bajo
crecimiento del grupo Col0.0.

Al evaluar el efecto del colesterol en dietas de FM desengrasada sobre el
crecimiento de Scophthalmus maximus, Zhu et al. (2014) concluyeron que esa especie
es capaz de sintetizar colesterol pero no todo el necesario para un éptimo crecimiento y
que por lo tanto hay que agregarlo alimento. También mencionan que cantidades
excesivas de colesterol pueden ser dafninas para los peces, a pesar de presentar una
mayor ganancia de peso. Esto debido a que el colesterol ingerido con el alimento
presentd una correlacion directa con la concentracién de colesterol en el higado, en
plasma sanguineo y en las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Las LDL son el
mecanismo de transporte de colesterol desde el higado hacia los tejidos periféricos
para su uso o almacenamiento. Al comparar las interacciones entre el colesterol en el
alimento y distintas fuentes de proteina (FM, FPC, SBM y SPIl), Deng et al. (2010)
también encontraron acumulaciéon de colesterol en el higado, en plasma sanguineo y
LDL. Concentraciones elevadas de colesterol-LDL constituyen un factor de riesgo para
la formacién de lesiones ateroscleréticas (Deng et al, 2010). En varios estudios
incluso, se ha encontrado que agregar cantidades excesivas de colesterol a los
alimentos provocan que en las heces se expulsen altas concentraciones de éste
(Bjerkeng et al., 1999; Deng et al., 2010; Yun et al., 2011; Yun et al., 2012; Zhu et al.,
2014). En este trabajo no se encontré acumulacién de colesterol en el higado y

tampoco en el musculo de los peces y no hubo diferencias entre los grupos a pesar de
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las diferentes cantidades suministradas con el alimento, aunque no se analizaron las
heces.

El colesterol es absorbido en el intestino proximal gracias a la actividad de un
transportador de membrana, Niemann-Pick C1 Tipo 1 (NPC1L1), que se localiza en la
region apical de los enterocitos y se considera critico para el mecanismo de absorcién
de esteroles (Altmann et al., 2004). Este transportador también tiene actividad sobre
fitoesteroles (Davis et al., 2004; Davis & Altmann, 2009) y no ha sido detectado en la
porcion distal del intestino delgado. Los enterocitos, ademas de absorber, también
tienen la capacidad de secretar colesterol de regreso al lumen intestinal. Esto se realiza
por los transportadores de membrana casetes de uniéon a ATP G5 y G8 (ABCGS5 y
ABCG8). Cuando estos transportadores fueron sobre expresados en higado e intestino
de ratones, la absorcién de colesterol disminuyé en 50 % y el colesterol biliar aumento
cinco veces (Yu et al., 2002b). Estos transportadores también liberan fitoesteroles en el
intestino para su excrecion asi como colesterol biliar cuando se expresa en los
hepatocitos (Berge et al., 2000; Yu et al., 2002a).

Se cree que los peces eliminan rapidamente los fitoesteroles (Turchini et al.,
2009) y éstos no son abundantes en los tejidos de los peces. Por ejemplo, en un
estudio con Gadus morhua se evaluaron las diferencias en la calidad del filete al ser
alimentado con FO o con aceite de soya en donde se consideraron distintas
propiedades entre las que se incluyé el contenido de esteroles. En dicho estudio, el
grupo de peces alimentados con aceite de soya solamente se detectaron trazas de B-
sitosterol, mientras que otros fitoesteroles como stigmasterol y campesterol no fueron

detectados (Markare et al,, 2007). En otra investigacion, se analizé el contenido de
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esteroles de las visceras de macarela (Scomber scombrus) y de arenque del Atlantico
(Clupea harengus) y su variacion estacional. En ambas especies se analizaron
ejemplares silvestres, capturados cerca de la costa oriental de Quebec, Canada. No se
detectaron fitoesteroles en las visceras de ninguna de las dos especies (Souchet &
Laplante, 2007).

En el presente trabajo si se detectaron los fitoesteroles [-sitosterol y
campesterol en las muestras de higado de todos los grupos experimentales mediante
el método SIM de GC-MS. No obstante, fueron identificados en bajas concentraciones
y no pudieron ser cuantificados. En las muestras de musculo, los fitoesteroles no fueron
detectados en ninguno de los grupos experimentales por GC-MS-SIM. Estos resultados
indican que los esteroles estan siendo metabolizados pues la presencia de fitoesteroles
en el higado sélo puede deberse a su ingesta ya que los animales no los sintetizan. Los
esteroles que no son excretados por los transportadores ABCG5 y ABCG8 de los
enterocitos se dirigen al reticulo endoplasmatico, en donde son esterificados por la
enzima acil-coenzima A:colesterol O-acil-transferasa (ACAT2) (Lee et al., 2000), lo que
facilita su integracion en los quilomicrones. Esta proteina es la principal enzima
responsable de la esterificacidn de esteroles en enterocitos y tiene actividad 7.2 veces
mas alta sobre colesterol que sobre B-sitosterol (Temel et al., 2003), lo que disminuye
su absorcién al permanecer en su forma no esterificada.

Esta diferencia de actividades sobre esteroles no ocurre en la misma medida en
las proteinas responsables de excrecidon de esteroles al lumen intestinal. Estudios in
vitro han demostrado que ABCG5 y ABCG8 tienen actividad similar sobre fitoesteroles

y colesterol (Wang et al., 2006). Por su parte, Yu et al. (2002a) determinaron que la
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actividad de ABCG5 y ABCG8 es de mayor importancia para la excrecién de
fitoesteroles que de colesterol; a ratones en los que se inhibi6 la expresién de ABCG5 y
ABCG8, se ocasion6é una acumulacion significativa de fitoesteroles en plasma
sanguineo, pero no de colesterol.

Latosterol y desmosterol, los precursores de colesterol, no fueron detectados
por el método SIM en las muestras de musculo y tampoco en las muestras de higado
de ninguno de los tratamientos. Las cantidades relativas de fitoesteroles y precursores
de colesterol han sido utilizadas como indicadores de absorcién de colesterol en
humanos, por lo que la presencia de fitoesteroles y la ausencia de precursores de
colesterol indican que la absorcion de colesterol no esta obstaculizada, ya que de ser
asi, aumenta la proporcion de precursores relativa a fitoesteroles (Matthan &
Lichtenstein, 2004).

Sharpe et al. (2006) estudiaron la capacidad de biosintesis de novo de colesterol
en las gbnadas del pez dorado (Carassius auratus) de ambos sexos al ser expuestos a
B-sitosterol. Se encontré una elevacion significativa de la concentracién plasmatica de
colesterol en los peces expuestos a B-sitosterol. También se encontré que la capacidad
de biosintesis de novo de colesterol en gbnadas no se ve afectada por la presencia de
B-sitosterol y se mantuvieron concentraciones sin cambios respecto al grupo control.
Los autores sugieren que las interacciones del B-sitosterol con las concentraciones de
colesterol en las gbnadas de Carassius auratus estan mas ligadas a los mecanismos
intracelulares de transporte de esteroides y esteroles que a los de su biosintesis.

Los efectos del colesterol sobre el crecimiento, desempefio y metabolismo de los

peces de diferentes especies han demostrado ser muy variados, y en ocasiones,
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opuestos. Mas alla, es también evidente que la concentracion de este nutriente tan
versatil no es el Unico factor que determina su influencia sobre la fisiologia animal. Sus
interacciones con otros componentes del alimento, particularimente otros esteroles y
taurina, asi como las distintas respuestas inter-especificas de los organismos, dan

lugar a multiples interrogantes que aun no han sido dilucidadas.
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CONCLUSIONES

La concentracidon de colesterol en el alimento para Seriola lalandi no tuvo efecto
sobre la supervivencia de los peces. La concentracidon de colesterol de 2,880 mg

kg™ de grasa cruda provocé el mayor crecimiento.

La concentracion de colesterol en las dietas no influyé significativamente sobre

la concentracion de este nutriente en los tejidos de musculo e higado del jurel.
Los fitoesteroles B-sitosterol y campesterol fueron identificados en los higados

de los peces de los cuatro grupos experimentales. No se detectaron fitoesteroles

en el musculo de los peces de ningun grupo experimental.
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