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Resumen

En el presente trabajo se evalud el ingreso de nanoparticulas de quitosano al
hepatopancreas de L. vannamei, asimismo como el efecto antioxidante de nanoparticulas de
quitosano (Ch-NPs) cargadas con tocoferol contra el estrés oxidativo agudo, en comparacion

con el efecto de tocoferol libre.

Para la evaluacion de ingreso al tejido se realizé un ensayo en el cual se alimentaron
camarones durante 7 dias con dieta control y dieta con nanoparticulas de quitosano con
Isotiocianato de fluoresceina o FITC (NP-FITC), las cuales fueron sintetizadas por el método
de gelacion ionica. Las nanoparticulas sintetizadas fueron caracterizadas por espectroscopia
de dispersion de luz dindmica (DLS); el didmetro hidrodinamico resultante fue de 500 nm.
Posteriormente a las muestras obtenidas se les extrajo el hepatopancreas, el cual fue
observado por medio de microscopia de flourescencia en filtros verde, azul y rojo. En el filtro

rojo se encontro la presencia de Ch-NP-FITC en la seccidn de tejido de hepatopancreas.

Finalmente se evaluo el efecto antioxidante de las Ch-NPs-Tc por medio de un ensayo
donde los camarones alimentados con los distintos tratamientos fueron expuestos a un estrés
agudo con perdxido de hidrégeno a una concentracién de 0.2% durante dos horas. Los
camarones fueron se alimentaron durante dos semanas con dietas con tocoferol libre (Tc),
NPs vacias, NP con tocoferol a concentraciéon baja (Ch-NPs-bTc) y NP con tocoferol a
concentracion alta (Ch-NPs-aTc). Las nanoparticulas fueron sintetizadas por gelacion ionica.
Por medio de DLS se encontré un didmetro hidrodinamico promedio de 264.1 nmy se midi6
el potencial zeta, obteniendo 35.4 mV, valor que representa nanoparticulas estables.

Se midid la expresion de genes cat, sod, gst y gpx para evaluar el estrés oxidativo, de lo
gue se obtuvo diferencia significativa en los genes cat, gst y gpx, los cuales codifican para
enzimas que actian directamente sobre perdxido. De este estudio se concluye que las
nanoparticulas cargadas con tocoferol protegen a los camarones del estrés oxidativo al ser

expuestos a un estrés agudo.



Abstract

In the present work, the internalization of chitosan nanoparticles into the
hepatopancreas of L. vannamei was evaluated, and the antioxidant effect of chitosan
nanoparticles (NPs) loaded with tocopherol against acute oxidative stress was determined

and compared to these obtained with free tocopherol.

The tissue internalization of NPs was evaluated. Therefore, a seven-day trial was
carried out in which shrimp were fed with a control diet and a diet containing chitosan
nanoparticles labeled with fluorescein isothiocyanate, FITC (Ch-NP-FITC), which were
synthesized by the ionic gelation method. The synthesized nanoparticles were characterized
by dynamic light scattering spectroscopy (DLS); the resulting hydrodynamic diameter was
500 nm. Subsequently, the hepatopancreas was extracted from the samples obtained, which
were observed by fluorescence microscopy in green, blue, and red filters. In the red filter, the

presence of Ch-NP-FITC was found in the hepatopancreas tissue section.

Finally, the antioxidant effect of the NPs was evaluated utilizing a test where the
shrimp were exposed to acute stress with hydrogen peroxide at a concentration of 0.2% for
two hours. Shrimp were fed for two weeks with diets containing free tocopherol (Tc), empty
Ch-NPs, low-tocopherol NPs (Ch-NPs-bTc) and high-tocopherol NPs (Ch-NPs-aTc). The
nanoparticles were synthesized by ionic gelation. Through DLS, an average hydrodynamic
diameter of 264.1 nm was found, and the zeta potential was measured, obtaining 35.4 mV, a

value representing stable nanoparticles.

The expression of cat, sod, gst, and gpx genes was measured to evaluate oxidative stress,
from which a significant difference was obtained in the cat, gst and gpx genes, which code
for enzymes that act directly on peroxide. From this study, it was concluded that

nanoparticles protect shrimp from oxidative stress when exposed to acute stress.
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1. Introduccion

La poblacion mundial se encuentra en un constante aumento, al igual que la demanda de
alimento, lo que impulsa a la industria alimenticia a innovar y optimizar los procesos de
produccion. El aumento en la demanda de alimentos se ha visto reflejado en el crecimiento
exponencial de la produccion acuicola global desde el afio 2000. Segun datos proporcionados
por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura o FAO por
sus siglas en inglés, el cultivo de camardn es uno de los sectores de la acuicultura con mayor
crecimiento en Asia y Latinoamérica, en donde México destaca entre los productores (Food

and Agriculture Organization, 2009).

En México, esta actividad se incrementé mayormente en Guaymas, Sonora en la segunda
mitad de la década de los 80s. Gracias a experimentaciones realizadas por la Universidad de
Sonora, surgieron los cultivos comerciales. Posteriormente, estas practicas se expandieron
por la Republica Mexicana, incrementando la produccion, asi como la investigacion

biotecnoldgica de estos organismos (Instituto Nacional de Pesca, 2018).

El sector pesquero representa el 5% del PIB proveniente de las actividades agropecuarias.
Si bien aln no es un sector econdémicamente importante, en comparacién al sector
agropecuario, constituye una de las opciones mas viables de crecimiento sostenible. El cual
ha tenido una tasa promedio de incremento del 6.8% desde 1990 (Fideicomisos Instituidos
en Relacién con la Agricultura, 2009). Los principales Estados productores de camarén
blanco en México estan en la zona noroeste del pais, representados por Sonora y Sinaloa

(Instituto Nacional de Pesca, 2018).



El camardn blanco, aparte de ser nativo de las costas del Pacifico mexicano, es un
organismo abundante en México, con un buen crecimiento, y resistente a muchas
enfermedades, en comparacion a otros organismos marinos. Sin embargo, en condiciones
cultivo no dptimas, que ocasione estres, tales como: cambios en la temperatura o salinidad
del agua, asi mismo como la presencia de elementos externos tales como contaminantes o
altas densidades; los camarones pueden sufrir estrés oxidativo, perder su estado de
homeostasis y producirles dafio celular (Liang et al., 2016). El estrés oxidativo ocurre cuando
existe un desequilibrio celular, donde hay un exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS)
o radicales libres. Estos ROS son moléculas altamente reactivas que producen dafio celular
al captar electrones de otras moléculas, produciendo una reaccién en cadena (Santos et al.,
2009). Sin embargo, se ha observado una mayor resistencia al estrés oxidativo de organismos
acuaticos al mejorar la calidad de dieta de éstos asi como las condiciones de cultivo (Zhang

etal., 2012).

Una forma de contrarrestar el efecto de las ROS, son los antioxidantes. Entre los
antioxidantes bioldgicos més importantes se encuentran las enzimas que fungen como
defensa natural, las mas relevantes son catalasa, superéxido dismutasa, superoxido
dismutasa, por mencionar algunas. Las enzimas son parte de un sistema de autodefensa
enddgeno de las células, sin embargo existen otros antioxidantes que deben de ser ingeridos
a través de los alimentos, tales como las vitaminas C y E (esta Gltima conocida como a-
tocoferol). La vitamina E es uno de los antioxidantes mas abundantes en la naturaleza, y es
ampliamente utilizado en dietas para el camarén blanco (Pal-Yu, 1994). Sin embargo, la vida
media de dichos antioxidantes dentro de los alimentos es corta, ya que también se exponen a
ser oxidados por factores externos, entre ellos, almacenamiento del alimento, o bien durante

la produccion de la misma neutralizdndose con los ingredientes mismos. Por lo tanto, es
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importante poder protegerlos para que cumplan su funcion. Esto puede complicarse, ya que
por lo general, el alimento puede ser almacenado por tiempos prolongados, o bien, viajar
distancias largas sufriendo cambios de temperatura, o humedad resultando en su oxidacion.
Ademas de que los cambios antes mencionados pueden representar condiciones idoneas para
el crecimiento bacteriano, lo que puede llevar a la destruccién de los antioxidantes, entre

otros componentes nutricionales.

Una propuesta para solucionar esta problematica es el uso de nanovehiculos para la
proteccién y administracion de moléculas de interés. Dentro de los nanovehiculos mas
comunes se encuentran las nanoparticulas poliméricas. Estas son muy variadas, sin embargo
para aplicaciones en sistemas bioldgicos las nanoparticulas de quitosano (Ch-NPs) son de las
mas utilizadas debido a que tiene propiedades que le brindan una gran biocompatibilidad y

biodegradabilidad (Racovita et al., 2009).

En el presente trabajo, con el fin de conocer si las nanoparticulas de quitosano pueden
utilizarse como vehiculo de moléculas al ser absorbidas y transportadas dentro del camarén,

se utiliz6 un antioxidante que pudiera ser monitoreado.

Primeramente, para corroborar si las nanoparticulas de quitosano eran capaces de ingresar
al organismo. Se realiz6 un estudio previo en donde las nanoparticulas de quitosano fueron
acopladas con isotiocianato de fluoresceina (FITC), y fueron identificadas por medio del uso
de microscopia de fluorescencia en el hepatopancreas de los organismos alimentados durante

7 dias.

Posterior a ésto, se realizd la encapsulacion del antioxidante a-tocoferol en nanoparticulas
de quitosano. Las nanoparticulas fueron sintetizadas por el metodo de gelacion ionica y

caracterizadas por medio de dispersion dinamica de la luz para conocer su tamafio y carga
3



superficial (potencial zeta). Con el fin de confirmar si las nanoparticulas fueron capaces de
penetrar y proteger el a-tocoferol, se realizé un ensayo de alimentacion (15 dias) con cuatro
dietas, dos con diferentes concentraciones de nanoparticulas con a-tocoferol; otra con

nanoparticulas vacias (control ) y la cuarta como referencia, se utiliz6 el a-tocoferol libre.

Finalmente se evalud la accion antioxidante de las nanoparticulas de quitosano con
tocoferol de los camarones alimentados con las cuatro dietas. Al término de la alimentacion,
se indujo un estrés oxidativo sometiendo a los camarones en una solucion conteniendo
peréxido de hidrégeno (0.2%) durante dos horas. Posterior a esto los camarones se
sacrificaron y el hepatopancreas se utilizé para medir la expresion de genes que codifican
para enzimas tipicas del estrés oxidativo tales como catalasa, superdxido dismutasa, glutation

s-transferasa y glutation peroxidasa.



2. Antecedentes

El camaron blanco del Pacifico, Litopenaeus vannamei, es de gran importancia
econdmica. Se cultiva de manera intensiva y extensiva, en ambos casos utilizando alimento
comercial formulado. Al ser un organismo de relevancia econdémica, uno de los principales
objetivos es minimizar la merma del producto maximizando el crecimiento. Sin embargo, los
camarones en cultivo se pueden ver expuestos a estrés oxidativo por diferentes factores
externos. Diferentes autores, han reportado estrés oxidativo en camarones peneidos al ser
expuestos a intervalos inadecuados de pH (Wang et al., 2009), altas o bajas temperaturas

(Zhou et al., 2010), contaminantes asi como por condiciones de hipoxia (Xu et al., 2018).

Para prevenir o reducir el efecto del estrés oxidativo se adicionan agentes
antioxidantes a la dieta de los camarones. Aun a pesar de que los camarones peneidos
sintetizan sus propios antioxidantes, ya que cuentan con estrategias primarias de defensa,
tanto enzimaticas como no enzimaticas. Sin embargo, Kanazawa (1985) reportd que el
camarén tiene una capacidad limitada para sintetizar isoprenoides necesarios para la
biosintesis de biomoléculas como el tocoferol, por lo que entonces dependen de su suministro
en la dieta. Liu et al. (2007) estimaron en 99 mg de a-tocoferol por Kg de alimento, el
requerimiento 6ptimo en la dieta de L. vannamei para asi asegurar un crecimiento adecuado
de los organismos. Por otro lado, dichos autores (Lui et al., 2007), compararon el efecto
antioxidante entre dos concentraciones diferentes de a-tocoferol, concluyendo que no habia
diferencia significativa entre ambas (600 y 100 mg). Adicionalmente se ha encontrado que
la cantidad necesaria de éstos antioxidantes dependera de la concentracion de compuestos

oxidados en la dieta, o bien del estrés asociado a la produccion, que como se dijo



anteriormente, dependera de la calidad de los mismos y el tiempo de almacenamiento de las

dietas asi como de las condiciones de cultivo.

La liberacion de farmacos es una tecnologia que ha despertado gran interés en la
bionanotecnologia debido a la posibilidad de obtener terapias dirigidas. Es asi que se pueda
controlar su liberacion, ademas de mantener su proteccion contra el medio exterior. Los
polimeros han jugado un papel muy relevante en el transporte de farmacos, por medio del
disefio de nanoparticulas poliméricas. De los polimeros més utilizados para aplicaciones
bioldgicas (debido a una alta biocompatibilidad, biodegradabilidad, permeabilidad, y
propiedades cationicas, entre otras), se encuentra el quitosano. Método de encapsulacion de
nanoparticulas de quitosano (Ch-NPs) que se realiza por gelacion idnica, el cual fue

desarrollado por Calvo et al. (1997).

Para ensayos de localizacion de nanoparticulas en diferentes tejidos de organismos se
ha recurrido al disefio de nanoparticulas fluorescentes. En 2018, el grupo de Vazquez-Duhalt
(Koyani et al., 2018) realizd el encapsulamiento de proteina verde fluorescente (GFP),
mejorando el encapsulado por medio de la modificacion de superficies. Las modificaciones
realizadas resultaron en un incremento en las interacciones electrostaticas entre los grupos
amino del quitosano y los grupos carboxilo de la proteina. Como resultado, se obtuvieron
nanoparticulas de quitosano con proteina verde fluorescente (Ch-NPs-GFP) con un didmetro

promedio de 18 nm, sin observar cambios morfolégicos.

Desde 2019 existen reportes de sintesis de nanoparticulas de quitosano con actividad
antioxidante (Yan et al., 2019). En donde dichos autores encapsularon las nanoparticulas de
quitosano con a-tocoferol, utilizando un protocolo similar al descrito por Calvo et al. (1997)

con algunas modificaciones.



3. Marco tedrico

3.1 Litopenaeus vannamei

Litopenaeus vannamei o también conocido como camarén blanco del Pacifico, es un
crustaceo que pertenece a la familia Penaeidae, la cual incluye el 95% de las especies de valor
comercial. Los camarones peneidos se caracterizan exteriormente por tener un rostrum bien
desarrollado y dentado que se extiende hasta 0 mas alla del borde distal de los 0jos. Cuentan
con caparazon sin espinas postorbitales y con surcos cervicales cortos, sus Gltimos 2 pares de

pereidpodos bien desarrollados; tercer y cuarto pares de pleépodos birrames (Tavares, 2002).

La figura 3.1 muestra la anatomia externa e interna de un camardn peneido, en donde se
observan elementos importantes del sistema gastrico. El tracto digestivo de L.vannamei se
divide en tres secciones: intestino anterior, medio y posterior. Primeramente el intestino
anterior comienza desde la boca, y termina en el estbmago (eséfago). El estdmago, se divide
en dos partes: camara anterior y la posterior. La camara anterior sirve como molleja o buche,
mientras que la posterior actla como un tamiz. Aqui las particulas (<1 ug), tanto liquidas
como solidas, pasan hacia la direccidn ventral, al hepatopancreas. Mientras que las particulas
més grandes son dirigidas al intestino medio. Este a su vez, se extiende desde el estomago en
el cefalotérax hasta la parte posterior en el sexto segmento del abdomen (pledn). En resumen,
esta seccion del tracto digestivo estd compuesta por el ciego del intestino medio anterior, el
medio posterior, el hepatopancreas (glandula digestiva) y el intestino. El hepatopancreas
cubre una gran parte del cefalotérax y es la glandula digestiva maestra. Las funciones
principales de esta glandula son la sintesis y secrecion de enzimas digestivas, absorcion de

nutrientes, metabolismo de lipidos y carbohidratos y absorcion de calcio. Finalmente el



alimento pasa por el intestino posterior, que es la parte terminal del tracto digestivo de los
camarones, para finalmente excretar el material sobrante a través de la cavidad anal. (Dugassa

& Gaetan, 2018).
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Figura 3.1. A) Diagrama de anatomia interna y externa de un camaron peneido. Imagen adaptada 'y

traducida de (FAO, 2001) B) Fotografia de Litopenaeus vannamei tomada en Acuario Mazatlan.



El camardn blanco es nativo de la costa oriental del Océano Pacifico desde Sonora,
México hasta Perd. Habitan de forma natural en sistemas marinos con aguas de 20°C en
promedio anual. Los adultos viven en ambientes marinos tropicales y subtropicales con
fondos arenosos, mientras que las postlarvas pasan la etapa juvenil y pre-adulta en estuarios

y lagunas costeras (Instituto Nacional de Pesca, 2018).

Los camarones peneidos son organismos muy utilizados en el cultivo debido a que
presentan caracteristicas muy favorables, como: ciclo de vida corto, alta fecundidad, baja tasa
de mortalidad en el cultivo, crecimiento rapido, respuesta positiva a la suplementacion

alimenticia, resistencia a cambios ambientales y alto valor comercial.

Por otro lado, estos organismos, al ser osmoconformadores o bien osmoreguladores
eurihalinos, toleran altos intervalos de salinidad, entre 2 a 40 unidades préacticas de salinidad
(ups) con un optimo de 35 ups (ver Tabla 3.1). Para su cultivo se consideran parametros
fisicoquimicos iddneos, con el objetivo de reducir riesgos en la produccién y disminuir la

incidencia de enfermedades.



Tabla 3.1. Pardmetros fisicoquimicos. Tabla adaptada con informacion

del Instituto Nacional de Pesca (2018).

Parametro Minimo | Maximo | Promedio
Temperatura [°C] 20 35 28
Salinidad [ups] 5 40 35
Oxigeno disuelto [mg/I] 4 10 6
Parametro Rangos
pH 7a9
Nitrito [mg/I] <0.1
Nitrato [mg/I] 0.4a30.8
Amonio [mg/I] 0.1a1l
Turbidez [cm] 35a45
Alcalinidad [mg/I] 100 a 140

Los crustaceos, como todas las especies de artropodos, poseen un esqueleto exterior, el
cual debe ser cambiado para permitir su crecimiento. Este cambio, 0 muda, se vuelve ciclico
y su frecuencia dependerd de la velocidad de crecimiento. Durante este proceso, el
organismo, ademas de requerir una considerable cantidad de energia, presenta periodos de
alimentacion y ayuno dependiendo del estadio en el que se encuentre. Debido a la pérdida
del exoesqueleto, los organismos pierden la capacidad de manipular e ingerir alimento por

periodos de hasta 120 h (Heales et al., 1996).

3.1.1 Fisiologia de branqueas
El camardn respira por medio de las branquias, sin embargo para llevar a cabo la
respiracion se apoya también del recubrimiento de la branquiostega y de los epipoditos, los
cuales se encuentran encerrados dentro la camara branquial, situada a un costado del

cefalotdrax. Las branquias son sacos alargados de epitelio simple plano, por donde circula la
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sangre en sentido opuesto a la del agua, para permitir los intercambios gaseosos medio-

ejemplar efectuédndose la respiracion.

El intercambio respiratorio en el camaron se realiza al pasar el agua de mar por las
branquias, las cuales se encuentran en las cAmaras branquiales entre las branquiostegas y la
pared del cuerpo. En la porcion delantera de cada camara se inicia un canal, en el cual el
escafognatito de la segunda maxila se mueve hacia atrds y hacia adelante, provocando la
salida del agua por la porcidn trasera de dicho canal (Raymond, Lucu, Onken, & Weihrauch,

2012).
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Figura 3.2. Ubicacion de branquias en L. vannamei.

3.1.2 Transporte de membrana de peroxido de hidrdgeno
El peroxido de hidrogeno (H202) es un catalizador quimico de amplio espectro con
propiedades tanto reductoras como oxidantes. En los sistemas bioldgicos, el H,O2 se conoce
desde hace mucho tiempo como una especie reactiva del oxigeno (ROS) con el potencial de
dafar proteinas, lipidos y acidos nucleicos. El peréxido de hidrdégeno pertenece al grupo no
radical de las ROS con un numero de oxidacion intermedio y se puede convertir en otras

ROS maés reactivas por varios medios, incluidas las enzimas. El H20- es relativamente estable
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in vivo en comparacion con otras moléculas de ROS. La vida media del H20> en los linfocitos

es de 1 ms, mientras que la del superéxido (O%) es de 1 ps.

El H2O2 es un componente celular vital con diversas tareas en el desarrollo, el
metabolismo y la homeostasis. En los sistemas bioldgicos, el H2O2 debe ser tan antiguo como
la aparicion del metabolismo aerdbico. Dado que las concentraciones elevadas son toxicas
para una amplia gama de macromoléculas, la captacion o eliminacion de H2O> debe haberse

desarrollado temprano en la evolucion.

La concentracién de H2O. en una célula se define por el flujo de entrada y la
formacion intracelular, asi como por la eliminacion y el flujo de salida. A menudo se ha
creido que el H20O, atraviesa libremente las membranas, una explicacién adecuada para
explicar varios hechos fisiologicos. Contrariamente a esto, estudios recientes sefialan que
algunas membranas son poco permeables al H>O>. Esto implica que el transporte de H20-
puede estar regulado y que esta regulacién constituye un factor importante en la
determinacion de la concentracion de H2O> celular. Estas diferencias en la permeabilidad
podrian explicarse por cambios en las composiciones de lipidos de la membrana o por
proteinas del canal que facilitan la difusion o una combinacién de ambos (Bienert,

Schjoerring, & Jahn, 2006).
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3.2 Especies reactivas de oxigeno

Las especias reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) o también llamados
radicales libres, son moléculas altamente reactivas que causan dafio a las células de los
organismos. Las ROS pueden formarse a partir del metabolismo de oxigeno, en la cadena de

transporte de electrones, en donde las ROS se forman como intermediarios (L1, et al., 2016).

En términos orbitales de electrones, un radical libre es una molécula o un atomo con un
electron desapareado en su Orbita externa. Por definicion, el oxigeno molecular en si es
birradical, ya que posee dos electrones no apareados, cada uno situado en un orbital =
diferente. Cuando el oxigeno oxida otra molécula al aceptar un par de electrones, éstos deben
alinearse con espin paralelo. Esta situacion desfavorable obliga a la transferencia de
electrones de otras moléculas o &tomos a ser espines antiparalelos. La restriccion de giro
parece ventajosa para los organismos aerdbicos porque ralentiza las reacciones de oxigeno.
Sin embargo, crea una situacion en la que puede ocurrir una transferencia de un electrén,
permitiendo la formacion de una molécula o un a&tomo con un electron no apareado, un radical

libre.

La ruta principal habitual para el metabolismo del oxigeno molecular implica su
reduccion completa a H2O al aceptar cuatro electrones. Sin embargo, con la reduccion de un

electron, se pueden formar varios radicales libres y H2O2, como se muestra en la Figura 3.2.
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O, + € —> 0, Radical superdxido
O, + H,O > HOyx + OH™  Radical hidroperoxilo
HO, + ¢ + H—> H,0, Peréxido de hidrégeno
H,O, + e — «OH + OH™ Radical hidroxilo

Figura 3.3. Especies reactivas de oxigeno (Imagen tomada de Pal-Yu, 1994).

La alta reactividad de las ROS se puede demostrar al observar la vida corta que tienen,
como se muestra en la Tabla 3.2. Esta alta reactividad se debe a la inestabilidad de la
configuracion electronica de los radicales, los cuales extraen facilmente electrones de otras
moléculas con las que colisionan, que a su vez esta molécula oxidada se convierte en un

radical libre capaz de reaccionar. Por tanto, se propaga una reaccion en cadena (Pal-Yu,

1994).
Tabla 3.2. Vida media de algunas especies reactivas de oxigeno.
Especie Vida media a 37 C [s]

Superoxido 1x107°
Hidroxilo 1x107°
Alcoxilo 1x10°°
Peroxilo 1x1072
Oxigeno atémico 1x10°°
Oxigeno molecular > 102
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Existe una extensa variedad de ROS, sin embargo, en los sistemas bioldgicos son
limitadas, siendo las mas relevantes el anidn superoxido, radical hidroxilo, radical peroxido,

radical perhidroxilo, radical alcoxilo, peroxido de hidrogeno y oxigeno atémico.

3.2.1 Defensa antioxidante

La linea de defensa de la célula ante las ROS se Ilaman antioxidantes, también llamados
captadores de radicales libres, terminadores de cadena o simplemente reductores. Para
proporcionar la maxima proteccion, las células contienen una variedad de sustancias capaces
de eliminar muchas especies diferentes de radicales libres, incluidos los peroxidos lipidicos
y los radicales libres orgénicos centrados en el carbono. Estos antioxidantes estan
estratégicamente compartimentados en los organelos. Los antioxidantes extracelulares
biolégicos méas importantes son glutation, vitamina E, urato, glutation peroxidasa (gpx),

superdxido dismutasa (sod), catalasa (cat), ceruplasmina y transferrina (Pal-Yu, 1994).

Fe(lll) + OH + OH = Dafio oxidativo

A Desintoxicacién de

tanci iad
Fe(ll) | Reaccién de Fenton sustancias variadas

Pﬁ o
H.O
i ’ 2GSH NADPH
-C @ woon
GSSG NADP+
H,0

- ® 2
02+ NO ;=
H,0,

Fe(ll) | Reaccién de Haber-Weiss

ONOO’ -
O,+ OH + OH =——> Dafio oxidativo

Figura 3.4. Diagrama de defensa antioxidante enzimatica, sod, cat, gst, gr, gépdh corresponden a
superéxido dismutasa, catalasa, glutation S-transferasa, glutation peroxidasa, glutatién reductasa y
glucosa S- fosfato reductasa. Imagen adaptada de Hermes-Lima, 2005.
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3.2.2 a-tocoferol

La vitamina E es un antioxidante ampliamente distribuido en la naturaleza y se puede
encontrar en el reino animal y vegetal. El término vitamina E se refiere a una amplia familia
de isdmeros estructurales de tocoferol, donde el a-tocoferol es el que ha mostrado la mayor
actividad antioxidante (Li et al., 2016). DL- a-tocoferil acetato es una forma estable del o-
tocoferol, y es la forma mas utilizada en alimentacion animal. Tras la hidro6lisis de este éster,
a-tocoferol se absorbe del intestino junto con las grasas de la dieta. Como antioxidante
liposoluble, una funcion principal de la vitamina E es prevenir la peroxidacion de los acidos
grasos poliinsaturados de los fosfolipidos y colesterol en las membranas celulares y de
organelos. Muchas de las deficiencias encontradas en peces, asi como crusticeos, tales como
degeneracion del higado, anemia, hemolisis de eritrocitos, hemorragias, reduccién de la
fertilidad, etc., estan relacionadas con el dafio provocado a la membrana celular por la

peroxidacion (He & Lawrence, 1993).

3.2.3 Dainio celular de ROS

Durante la respiracion, aproximadamente 0.1-0.2% del oxigeno consumido por las
células aerdbicas se convierte en ROS que son esenciales para la funciéon normal de las
células, como la sefializacion redox y la resistencia a los patdgenos. Sin embargo, en exceso
resulta en dafio celular (Li et al., 2016). El equilibrio entre la generacion y la eliminacion de
ROS proporciona un estado de homeostasis en el organismo. Sin embargo, en organismos
marinos algunos factores ambientales, como el oxigeno disuelto (OD) (Zenteno et al., 2006),

temperatura (Qiu et al., 2011), pH (Wang et al., 2009), salinidad (Liu et al., 2007), amoniaco
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(Hegazi et al., 2010), metales pesados (Zhang et al., 2012) y la presencia de patdgenos (virus

y bacterias, entre otros) pueden romper la homeostasis y provocar dafio celular.

3.3 Nanoparticulas de quitosano

El quitosano, derivado de la quitina, es un biopolimero muy utilizado para
aplicaciones biotecnoldgicas como el transporte de farmacos en forma de nanoparticulas.
Posee caracteristicas como, alta biodegradabilidad, baja toxicidad buena biocompatibilidad,
control de la liberacién de agentes activos, produccidn sin solventes peligrosos, entre otros
(Racovita et al., 2009; Buyuk et al., 2020). Este polimero se obtiene por la desacetilacion
alcalina de quitina, un polisacarido proveniente del exoesqueleto de crustaceos como
camaron, cangrejo, langosta, entre otros (Kashappa-Goud, 2016). Después de la
desacetilacion se obtiene un copolimero compuesto por unidades de N-acetil-d-glucosamina

y d-glucosamina como se observa en la figura 3.3 (Yoksan et al., 2010).

CH,OH HO NHCOCH;
e 0 o
HO O O
NH, CH,OH

Figura 3.5. Estructura de quitosano (Imagen adaptada de Racovita et al., 2009).

3.3.1 Gelacién ionica

El método mas comin para sintetizar nanoparticulas de quitosano es por medio del
proceso de gelacion idnica desarrollado por Calvo et al. (1997). Este método permite a las

nanoparticulas de quitosano (QNP) tener alta afinidad a membranas cargadas negativamente
17



y a moléculas diana especificas. En la gelacién ionica se realiza el entrecruzamiento de
grupos amino libres en la estructura, lo cual se da gracias a las propiedades cationicas del
quitosano en medio acido. Para este método, se utilizan agentes entrecruzadores, en donde el
de tripolifosfato de sodio (TPP) es el mas utilizado (Buyuk et al., 2020). Esta técnica de
gelacion idnica se basa en las interacciones ionicas entre los grupos amino cargados
positivamente del quitosano y los grupos cargados negativamente del polianién TPP. Este
proceso de entrecruzamiento fisico no solo evita el uso de agentes de entrecruzamiento
quimicos y agentes emulsionantes que a menudo son toxicos para los organismos, sino que
también evita la posibilidad de dafios a los farmacos (cargo) y particularmente a los agentes

bioldgicos (Fan et al., 2011).

3.4 Espectroscopia de dispersion dinamica de luz

Una técnica utilizada para medir el tamafio de particulas menores al orden de los
micrometros es la técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) o también es llamada
espectroscopia de correlacion de fotones o dispersion cuasi-elastica de la luz. Esta técnica
mide la radiacién electromagnética emitida por las moléculas después de ser sometidas a una
iluminacion por rayos de una determinada longitud de onda. En donde, posteriormente se
realiza el célculo del coeficiente de difusion, en donde se utilizan filtros apropiados para

calcular su intensidad.

El movimiento browniano es el movimiento de particulas causado por colisiones
aleatorias con moléculas de liquido en su entorno. Una caracteristica importante del
movimiento browniano con respecto a la técnica DLS es que las particulas pequefias se

mueven mas rapido que las grandes. En otras palabras, el coeficiente de difusion traslacional
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(D) de las particulas estd inversamente relacionado con su tamafio, como lo muestra la
ecuacion de Stokes-Einstein:

D = kT
~ 6mnRy

Ec. 3.1

Donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura en grados Kelvin, n es la
viscosidad del medio dispersante y Ru es el radio hidrodinamico de la particula. Esta
ecuacion es valida para particulas esféricas que no interacttan entre si. Debido al movimiento
Browniano la distancia entre las particulas varia con el tiempo, lo que crea interferencias en
la luz dispersada. Estas fluctuaciones en el tiempo de la intensidad de luz dispersa se pueden
convertir en valores para el coeficiente de difusion y el radio de particulas. Para correlacionar
las variaciones de intensidad en funcién del tiempo, el DLS generard una funcién de
autocorrelacion G(t). Por tanto, la fluctuacion de la intensidad de la luz dispersa en funcion
del tiempo revela informacion sobre la velocidad de los centros de dispersion. Es decir, el
coeficiente de difusion traslacional. Las particulas mas grandes causaran tasas de fluctuacion
mas pequefias en la luz dispersa, mientras que las méas pequefias y rapidas daran lugar a tasas
de fluctuacion mas altas, como se muestra en la figura 3.4. Estas fluctuaciones en el tiempo
de la intensidad de luz dispersa se pueden convertir en valores para el coeficiente de difusién

y el radio de particulas (Ramos, 2017).
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Figura 3.6. Fluctuaciones de la intensidad de la luz dispersada en funcion del tiempo y sus respectivas

funciones de correlacion [G(t)]. Imagen traducida de Ramos, 2017.

El acomodo 6ptico tipico de un equipo de DLS se presenta en la figura 3.5, en donde se
observa que la muestra contenida en una celda es irradiada con un rayo laser. El sensor
analiza las fluctuaciones de intensidad de la luz dispersada por las particulas, y esta sefial
pasa a un correlacionador, el cual mide el grado de similitud entre dos sefiales 0 una misma
sefial a diferentes intervalos. Finalmente la informacién es procesada para dar los resultados

utilizando el procesador de datos del equipo (Malvern instruments).
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Figura 3.7. Configuraciones Opticas para mediciones dindmicas de dispersion de luz (Imagen adaptada

del manual de Malvern instruments).

La mayoria de los instrumentos de DLS utilizan la ecuacion de Stokes-Einstein (Ec. 3.1)
para calcular el radio hidrodinamico de una particula a partir de los valores del coeficiente
de difusidon. Los analisis son faciles de realizar cuando las interacciones y las colisiones entre
particulas se minimizan. La cantidad de colisiones y efectos de carga se reducen utilizando

muestras altamente diluidas y agregando un electrolito al medio, respectivamente.

El método DLS tiene ventajas tales como menor tiempo de medicion, precision en los
resultados de medicién, no es invasivo, capacidad de medir muestras diluidas, una variedad

de analisis de concentraciones y mediciones mas reproducibles (Salame et al., 2018).
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3.5 Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia es una herramienta poderosa para detectar sustancias
con autofluorescencia de los organismos vivos. Asi mismo nos permite, no solamente
visualizar a las células, sino aprender sobre su fisiologia. Lo anterior, gracias al poder
observar la ubicacion de proteinas, su asociacion, motilidad, y otros fendmenos como el

transporte de iones o procesos metabolicos.

Si la sustancia a medir no posee autofluorescencia, se le puede incorporar un fluoréforo,
y asi seguir su trayectoria dentro de un ser vivo. La cual sera capaz de emitir fluorescencia al
ser excitada a cierta longitud de onda. El proceso de fluorescencia implica la absorcion de un
foton, seguido por la emision de otro con menor energia al absorbido. Debido a esta pérdida
de energia, la longitud de onda del fotén emitido serd mayor, que la del absorbido (conocido

como desplazamiento de Stokes; Sanderson et al., 2014).

La microscopia de fluorescencia depende de la obtencién de fluor6foros con las
propiedades de selectividad adecuadas para tefiir especificamente la estructura que se quiere
observar. Ademas se requiere que emitan eficientemente y sean fotoestables una vez
incorporados al sistema bioldgico. Actualmente se cuenta con anticuerpos, cristales

semiconductores o proteinas fluorescentes (Acufia & Elguero, 2012).
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3.6 Métodos colorimétricos

La determinacion de biomoléculas tales como proteina total, glucosa, colesterol, etc.,
puede ser determinada por métodos colorimétricos, los cuales son ampliamente utilizados en
quimica analitica, biologia molecular, celular, entre otras disciplinas que requieren la
deteccion de sustancias especificas en medio acuoso. Dentro de los métodos colorimétricos
mas conocidos se encuentran los ensayos por inmunoadsorcion ligado a enzimas o ELISA

por sus siglas en inglés, entre otros.

Estos métodos colorimétricos identifican la concentracion de determinados compuestos
por medio del uso de espectroscopia UV-vis, la cual atiende al principio de la ley de Beer-
Lambert. Esta ley establece una relacion entre la absorcion de luz con la concentracion de
una muestra determinada, donde la absorbancia es directamente proporcional a la

concentracion de la solucién, expresado matematicamente corresponderia a la ecuacion 3.2.

Donde A corresponde a la absorbancia, € a el coeficiente de extincion [mol-tdm3cm™], €
a la concentracion [mol-dm], y [ la longitud de la trayectoria de la luz o longitud de la cubeta
[cm], I, a la intensidad de la luz incidente, e I a la intensidad de la luz transmitida (Rodger

& Sanders, 217).
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3.6.1 Metodo de Biuret

El método de Biuret es un método colorimétrico especifico para enlaces peptidicos, y es
ampliamente utilizado para la medicion de proteina total en una solucion. La reaccion de
Biuret se ilustra en la figura 3.6, donde el cambio de color azul a morado se da por la
modificacion del espectro de absorcion de los iones de cobre, dando lugar a longitudes de
onda mas cortas. Este cambio ocurre en medios altamente alcalinos, donde se favorece que

los iones de cobre formen complejos multivalentes con los enlaces peptidicos (Dietzen,

:if °
«“% ;[

2018).

X
Sy

Figura 3.8. Reaccion de Biuret. En la parte superior se muestra la reaccion de por lo menos dos
unidades peptidicas con un ion cobre 2+ en medio alcalino, y en la parte inferior el cambio de color que

se da con la formacion del “complejo de Biuret”.
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4. Hipotesis

La proteccion de a-tocoferol encapsulado dentro de nanoparticulas de quitosano y
administrado en el alimento, penetrara el tejido del organismo y protegera de mejor manera

a los camarones ante un estres oxidativo en comparacion al a-tocoferol libre.

5. Objetivos

Estudiar la accion antioxidante de a-tocoferol encapsulado en nanoparticulas de quitosano.

5.1 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de quitosano con a-tocoferol (NPch-a-tocoferol) con un
diametro menor a 500 nm, utilizando el método de gelacién ionica.

e Caracterizar nanoparticulas de quitosano con a-tocoferol (NPch-a-tocoferol) por
Dispersién de luz dinamica (DLS).

e Estudiar las zonas de acumulacién interna de nanoparticulas en camarones adultos
por medio de microscopia Optica con filtros de luz.

e Observar cambios en el aspecto visual después de ingerir dietas elaboradas con
dos distintas concentraciones de (Ch-NsP-Tc) y nanoparticulas sin a-tocoferol
como control (Ch-NPs), vs. a-tocoferol libre (Tc). Asimismo como determinar
estado de salud de los camarones por medio de indicadores bioquimicos e indice
hepatosomatico.

e Analizar indicadores de salud tales como bioguimica hematica e indice

hepatosomatico.
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e Analizar la expresion de genes que codifican para enzimas de estrés oxidativo en
el hepatopancreas de los camarones alimentados con los distintos tratamientos

después de ser sometidos a una solucién de 100 ppm de H>O> durante dos horas.

6. Metodologia

En la siguiente seccidn se presentaran con detalle los métodos experimentales utilizados, para
sintesis de nanoparticulas de quitosano con fluorescencia, control y con tocoferol. Asimismo,
la caracterizacion de las nanoparticulas, ensayo in vivo y los ensayos para medir en estrés

oxidativo en las células de hepatopancreas de los organismos.

6.1 Ensayo preliminar de absorcion de nanoparticulas en tejido

6.1.1 Encapsulado de fluoresceina 5 isotiocianato (FITC) en

nanoparticulas de quitosano

Para realizar la sintesis de nanoparticulas de quitosano fluorescentes (Ch-NPs-FITC) se

realizd de la siguiente manera:

Primeramente se prepard una solucién de quitosano al 0.25%, donde se mezclé 0.25g
de quitina en 100 mL de acido acético al 2%. La mezcla se dej6 en agitacion 48 hrs o hasta
verse completamente homogénea. Posteriormente, y con el fin de eliminar particulas no
disueltas, la solucion se centrifugd a 8000 x g durante 15 minutos a 4°C. Entonces, el
sobrenadante fue nuevamente centrifugado a 11000 x g por 20 minutos a 4°C. Una vez

obtenida la solucion de quitosano se ajust6 el pH de la solucién a 4.5 con hidroxido de sodio.
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Para eliminar del medio las particulas insolubles, la solucion se paso por un filtro de poro de

1.2 um, y posteriormente con otro de 0.45 pum.

La solucién de quitosano resultante (5 mL), se agité a 800 rpm por un minimo de 10
min. Mientras ésta estaba en agitacion, se agrego por goteo 400 uL de FITC, utilizando una
jeringa de insulina (1mL). El goteo fue acoplado con un sistema de goteo constante a una
velocidad de 0.09 mm/s. Posteriormente con el mismo sistema de goteo y a la misma
velocidad se agreg6é un mL del agente entrecruzador (tripolifosfato; TPP), seguido por 100
mL de glutaraldehido al 2.5%. Una vez afadido el glutaraldehido se dejo la solucién en

agitacion por 1 hora.

Con el fin de eliminar quitosano libre la solucidn se centrifugé a 26000 x g por 30 min.
a 4°C (Sorvall Legend XT, rotor 73006479 Thermo Scientific™). Posteriormente el
sobrenadante se centrifug6 a 16000 x g por una hr a 4°C en una Microcentrifuga refrigerada
(Sorvall™ Legend Micro 17R-rotor 750036521 Thermo Scientific™). Una vez hechas estas
nanoparticulas fluorescentes, fueron utilizadas dentro de un alimento para determinar su

potencial de absorcidn a través de la pared intestinal en un estudio previo.

6.1.2 Caracterizacion de nanoparticulas

El didmetro hidrodinamico de las Ch-NPs se midid con la técnica de DLS utilizando el equipo
Zetasizer Nano Ns modelo DTS 1060 de Malvern Instruments ®. Para realizar las mediciones
en el equipo de DLS se utilizaron soluciones de concentracion de 1:1000000 con el proposito
de tener soluciones transparentes y homogeneas, para minimizar las interacciones y

colisiones entre las particulas.
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6.1.3 Elaboracion de dietas

Se realizaron dos dietas, una dieta a la cual se le afiadieron Ch-NPs-FITC y otra la dieta
control sin NPs. Primeramente se realizd la formulacion de los micronutrientes y
macronutrientes adecuados para los organismos, se utilizé como referencia lo reportado por

(Cavalheiro-Aradjoa, et al., 2020). Se utilizo la formulacidn que se presenta en el anexo 1-a.

Se siguieron los protocolos del laboratorio, que en resumen son los siguientes; se pesaron
los ingredientes para realizar 200 g de dieta, se mezclaron los micros y los macros en una
mezcladora de mesa durante 1 minuto. Una vez homogeneizados los ingredientes secos,
como se aprecian en la figura 6.1, la gelatina disuelta en 20 mL de agua caliente se agregd a
la mezcla, por otro lado el almidon se disolvio en 10 mL de agua y se coci6 30 s en un horno
de microondas hasta obtener una pasta, la cual fue agregada a la mezcla, finalmente se
incorporé el sebo caliente y 50 mL de agua adicional, se continué mezclando hasta obtener

una pasta homogeénea.

a) b)
Figura 6.1. Homogeneizacion de dieta. a) Mezcladora de cocina utilizada, b) mezcla de micros y macros
homogénea.

Para obtener los pellets se realizé la extrusién manual en frio. La pasta se hizo pasar

a través de jeringas de 10 mL. En charolas planas se acomodaron las tiras extruidas como
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se muestra en la figura 6.2 y se dejaron secar en un horno de secado a 50°C por 24 hrs.
Se sacaron del horno y dejaron enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente, para
después ser cortados en un procesador de alimentos, finalmente fueron empaquetados y

conservados a 4°C.

Figura 6.2. Tiras resultantes de la extrusion con jeringa sobre una charola plana.

Para las dietas de Ch-NPs-FITC se realizé el protocolo de la dieta control hasta el punto
en el que se agrega el sebo, ya que una vez que se incorpord el sebo se agreg6 una solucion
de 500 pL de Ch-NP-FITC en 50 ml de agua tibia, se mezcl6 y se realiz6 el extruido de la
pasta como se explico con anterioridad. Para proteger esta dieta de la luz se procuré mantener
en espacios sin luz y el recipiente envuelto en papel aluminio. Finalmente para observar si
las nanoparticulas se encontraban en las dietas se observaron a 490 nm con el equipo iBright

FL1000 Thermo Scientific™,
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6.1.4 Ensayo in vivo

Para mantener a los organismos se utilizé un sistema de recirculacion previamente montado
como el que se muestra en la figura 6.3, donde se tiene un reservorio de agua de mar con
biofiltro. De ahi el agua se distribuye por 6 cubetas de 20 L con una bomba, donde cada una
de las cubetas cuenta con un aireador, a su vez cada cubeta cuenta con un tubo que pasa por
el centro y sirve como nivel, este tubo lleva el exceso de agua a un canal que lleva el agua

nuevamente al reservorio.

Figura 6.3. Sistema de recirculacion de 6 cubetas de 20 L con camisa de malla y pesas para evitar el

salto de organismos entre las cubetas.

En cada cubeta se tenian 6 camarones, y cada cubeta denominada como unidad
experimental, utilizando tres repeticiones por cada tratamiento, tres se alimentaron con dieta

control y otras tres con dieta con Ch-Np-FITC. Se alimentaron todos los grupos tres veces al

30



dia en los siguientes horarios: 8 hrs, 13 hrs y 16 hrs a una racion del 5% de su peso corporal
al dia. Con la intencién de evitar fluorescencia en el intestino que causara un error de
visualizacion en la concentracion interna, los camarones del grupo con Ch-NPs-FITC se
alimentaron sélo por dos dias, y los siguientes tres dias con dieta control, mientras que las

cubetas con dieta control se alimentaron durante 6 dias Gnicamente con la dieta control.

Los parametros fisicoquimicos se mantuvieron en promedio de la siguiente manera, la
temperatura del agua a 28°C, la salinidad a 35 ppm y el oxigeno disuelto a 7 mg L. Los
niveles de amonio y nitritos se midieron cada dos dias, presentdndose un aumento de amonio
por fallas en el biofiltro, sin embargo se soluciond al agregar biofiltro maduro de un tanque

de mantenimiento.

Se realiz6 un muestreo diario de un organismo por cubeta, los organismos fueron
sacrificados por hipotermia. A cada organismo se le retird el exoesqueleto y el intestino, se
conservaron los organismos en una solucion de formol al 4%, para su posterior analisis y se
protegieron de la luz cubriéndolos con papel aluminio, con el fin de no afectar la
fluorescencia de las particulas con FITC. Los intestinos también se conservaron en formol

en recipientes separados.

Para observar la distribucion de nanoparticulas en el organismo se realizd un corte
longitudinal al organismo como se observa en la figura 6.4 y se observd a 490 nm en la

camara de luz UV iBright FL1000 Thermo Scientific™,
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Figura 6.4. Camaron cortado longitudinalmente, donde se observa el hepatopancreas sefialado

por la flecha roja.

Finalmente se realiz6 un corte del hepatopancreas y se observé con microscopia de

fluorescencia en el microscopio LS70 Etaluma®.

6.2 Ensayo de estrés oxidativo

6.2.1 Encapsulado de tocoferol en nanoparticulas de quitosano

El a-tocoferol (Tc) fue recubierto con quitosano para formar nanoparticulas (Ch-NsP-Tc),
utilizando el método de gelacion idnica siguiendo la metodologia de Calvo et al. (1997) con

algunas modificaciones.
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Se llevé a cabo el mismo procedimiento anteriormente descrito. En resumen, se
prepard una solucion de quitosano al 0.25%, donde se mezcld 0.25 g de quitina en 100 mL
de acido acético al 2%. La mezcla se dejo en agitacion 48 hrs o hasta verse completamente
homogénea. Posteriormente, la solucién se centrifugd a 8000 x g durante 15 minutos a 4°C,
y a 11000 x g por 20 minutos mas a 4°C. Después de ajustar el pH de la solucién a 4.8 con
hidroxido de sodio, la solucidn se paso por un filtro de poro de 1.2 um, y posteriormente con

otro de 0.45 um para eliminar las particulas medianas.

La solucién de quitosano resultante (5 mL), se agitd a 800 rpm por un minimo de 10
min. Mientras ésta estaba en agitacidn, se agreg6 por goteo, 200 pL de solucion de tocoferol
disuelto en etanol a una concentracion de 100 puL/mL, utilizando una jeringa de insulina
(ImL). El goteo de tocoferol fue acoplado con un sistema de goteo constante a una velocidad
de 0.09 mm/s. Posteriormente con el mismo sistema de goteo y a la misma velocidad se
agregd un mL del agente entrecruzador (tripolifosfato; TPP), seguido por 100 mL de
glutaraldehido al 2.5%. Una vez afiadido el glutaraldehido se dejo la solucién en agitacion

por 1 hora.

Con el fin de eliminar quitosano y tocoferol libres y no encapsulado la solucién se
centrifugd a 26000 x g por 30 min a 4°C (Sorvall Legend XT, rotor 73006479 Thermo
Scientific™), Posteriormente el sobrenadante se centrifug6 a 16,000 x g por una hr a 4°C en
una Microcentrifuga refrigerada (Sorvall™ Legend Micro 17R-rotor 750036521 Thermo

Scientific™).

Para la caracterizacion de las nanoparticulas se realiz6 la medicién del diametro

hidrodinamico por la técnica de DLS, asi mismo se determind el potencial zeta.
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6.2.2 Elaboracion de dietas

Siguiendo la metodologia descrita en la seccidn 6.1.3 se realizaron las dietas para el ensayo
de especies reactivas de oxigeno. La composicion de las dietas se presenta en el anexo 1-B
en donde se puede apreciar un cambio importante en los micronutrientes, ya que en este caso

para evitar ruido por parte de agente externos no se agrego el 1.5% de la mezcla de vitaminas.

6.2.3 Ensayo de alimentacion con camarones e induccion al estrés

oxidativo.

Con el fin de probar la eficacia del a-tocoferol contenido en las nanoparticulas Ch-NPs-Tc
se pusieron a prueba en un ensayo in vivo. Se mantuvieron camarones en un sistema de
recirculacién en 12 tanques, con 8 especimenes en cada uno, con un peso promedio de 35.6
g por organismo. Se alimentaron por un periodo de dos semanas, con cuatro dietas: dieta con
tocoferol libre a una concentracion de 0.03% (grupo 1), dieta con nanoparticulas de quitosano
con agua (grupo 2), finalmente dos dietas de Ch-NPs-Tc en dos concentraciones distintas,

una baja (grupo 3) y otra alta (grupo 4).

Una vez finalizados los tratamientos con las diferentes dietas, se tomd muestra por
duplicado de cada unidad experimental de camarones sin haber sido expuestos a estrés, se les
realizd extraccion de hemolinfa la cual se puso en congelacién en la brevedad y se tomo
tejido de hepatopancreas (aproximadamente 1 c¢cm?), los tejidos se conservaron en una
solucion de RNA later® (Ambion) para ser posteriormente procesados de forma individual.
Después de que los camarones fueron expuestos a un estrés agudo por un periodo de 2 horas
en peréxido de hidrogeno al 0.2% de concentracion, se realiz6 el mismo procedimiento

anterior con otros dos camarones.
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6.3 Analisis bioquimico de hemolinfa

Para la determinacién de concentracion de proteina total, glucosa, colesterol total y

triglicéridos se realizaron ensayos colorimétricos con los kits de Valtek.

Se midio la concentracion de proteina total en plasma utilizando el kit Valtek Proteina Total
(Biuret). Se recuper0 el plasma de hemolinfa (800 x g, 4 °C, 5 min) y se mezcl6 e incub6 20
minutos a temperatura ambiente con el reactivo de Biuret siguiendo las proporciones
expuestas en el Anexo 2-A. Una vez concluida la reaccion se midid la absorbancia a 540 nm

a partir de la cual se calcul6 la concentracion utilizando la Ec. Al.

La glucosa fue determinada con el kit Valtek Glucosa. El plasma recuperado (800 x g, 4 °C,
5 min) se mezclé con el reactivo enziméatico como se muestra en el anexo 2-B y se incub6 5
minutos a 37 °C, seguido de ello se midi6 en el espectrofotometro UV-Vis a 505 nm. La

concentracion fue calculada utilizando la Ec. A2.

El colesterol fue determinado con el kit Colesterol Total (CHOD-PAP) Valtek. El plasma
recuperado (800 x g, 4 °C, 5 min) se mezclé con el reactivo enzimatico como se muestra en
el anexo 2-C y se incub6 5 minutos a 37 °C, seguido de ello se midio en el espectrofotdmetro

UV-Vis a 505 nm. La concentracion fue calculada utilizando la Ec. A3.

Finalmente los triglicéridos fueron determinados utilizando el kit Valtek Triglicéridos (GPO-
PAP). El plasma recuperado (800 x g, 4 °C, 5 min) se mezclé con el reactivo enzimatico
como se muestra en el anexo 2-D y se incubd 5 minutos a 37 °C, seguido de ello se midid en

el espectrofotdémetro UV-Vis a 510 nm. La concentracién fue calculada utilizando la Ec. A4.
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6.4 Monitoreo de expresidon de genes relacionados con la

respuesta a especies reactivas de oxigeno.

La extraccion de ARN de las muestras de hepatopancreas se realizo utilizando el Kit
NucleoSpin® ARN kit (Macherey-Nagel). Se elimin6 el ADN gendmico mediante digestion
con ADNasa en columna a 37°C durante 15 minutos usando rDNasa (libre de ARNasa). El
tejido fue homogeneizado utilizando un micropistilo. La cantidad y calidad del ARN se
midieron por medio de espectroscopia UV/VIS (Nanodrop® LITE, Thermo Fisher Scientific
INC., Wilmington, EE. UU.). Para la cuantificacion de la expresion sélo se utilizaron

muestras de ARN con relaciones OD260 nm-OD2go nm entre 1.90 y 2.10.

El ARN resultante se sometio a un RT-PCR en una reaccion de 20 pL utilizando el
kit de transcripcion inversa de ADNc de alta capacidad (Applied Biosystems; Carlsbad CA,
EE. UU.) En un termociclador Verity de 96 pocillos (Applied Biosystems). El programa de
transcripcion inversa consistio en 10 min a 25°C, 120 mina 37 °C, 5 min a 85 °C y finalmente
se mantuvo a 4 °C. Las reacciones de qRT-PCR se realizaron con 1 ng de cebadores de
ADNCc, sentido y contrasentido (Applied Biosystems). Las reacciones se realizaron en 10 puL
en MicroAmp® Fast Optical 96 -placas de reaccion de pocillos (Applied Biosystems)
cubiertas con Pelicula adhesiva 6ptica MicroAmp® (Applied Biosystems). En la tabla 6.1 se
muestra los primers utilizados para las secuencias de cebadores de RT-PCR, los tamarios de
amplicén en pares de bases (pb), las eficiencias de reaccion (E) y los coeficientes de

determinacion de Pearson (R2).

La cuantificacion relativa de genes se calculé mediante el método AACT (Livak &

Schmittgen, (2001).
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Tabla 6.1. Primers o sondas utilizadas para RT-PCR, tamafio de amplicon en pares de bases (bp) y eficiencias de reaccion (E).

Gen Secuencia fwd (5°- 3) Secuenciarv (5-3") size (bp) E

cat GCC CGT ACA AGG AACTACCA TGCCCTACCTTTATGAGTAGCC 231 0.90
sod CCAGGGCTTCCATTAACAAC ATG TTG GGT CCA GAA GAT GG 154 0.91
gst TGC GAATAG CCAACACTCTG TGC TCT GCG TTATCT TCA CG 245 1.03
gpx TTTTTC CGT GCA AAA AGG AC TAA TAC GCG ATG CCCCTAAC 239 0.94
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7. Resultados

Como resultado de la sintesis de Ch-NPs-FITC se consiguié 1.5 mL de nanoparticulas
suspendidas en buffer de fosfatos a pH de 6. Las caracteristicas del coloide fueron: alta
viscosidad, un tono transparente amarillento caracteristico del FITC. Por medio de DLS se
encontré un didmetro hidrodindmico promedio de 500 nm, para las Ch-NPs-FITC. En la

figura 7.1 se muestra la solucién final de la sintesis.

Figura 7.1. Vial con Ch-NP-FITC.

Para la dieta control del ensayo preliminar de absorcion se consiguieron pellets

homogéneos con longitudes variables como los que se observan en la figura 7.2. En el caso
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del alimento con Ch-NPs-FITC fue posible detectar fluorescencia por medio de Thermo
Scientific™ a 49 nm, mientras que en las dietas control no habia presencia de fluorescencia

cuando se analizaron bajo las mismas condiciones.

Figura 7.2. Pellets de dieta control.

Sin embargo al analizar a los especimenes que habian sido utilizados en el desarrollo
experimental de este trabajo de tesis, pudimos observar en la cdmara de luz UV, pudimos
observar que los organismos control presentaban autofluorescencia. Como se muestra en la
figura 7.3 un camaron alimentado con dieta control mostro fluorescencia al ser excitado a
una longitud de 492 nm. Esto imposibilito los posteriores analisis ya que en el caso del
fluoroforo utilizado con nuestras nanoparticulas, el FITC, se excita con la misma longitud de
onda esto da lugar a una falta de contraste entre la fluorescencia del organismo y de la de

FITC (R&D Systems a biotechne brand, 2020).
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Figura 7.3. Camardn alimentado con dieta control, observado a 492 nm.

Al recurrir a la microscopia de fluorescencia, se buscé un filtro en el cual no se
produjera autofluorescencia del organismo, y poder observar la fluorescencia de FITC. Esto
se encontrd en el filtro rojo el cual excita de 580 a 598 nm y detecta la emisién a 612-680 nm
(Etaluma, 2019), en la figura 7.4 se observa fluorescencia en el control en los filtros azul
(excitacion 370-410 nm; emision 429-462 nm) y verde (excitacion 473-491 nm; emision 502-
561 nm), mas no en rojo. Esto brind6 un punto de diferenciacion entre el tejido y la

distribucion de las nanoparticulas.

40



Control

FITC

Figura 7.4. Microscopia de fluorescencia de los cortes de hepatopancreas de camarones colectados en el dia 2 del grupo control A-D). A) campo

claro, B) filtro azul, C) filtro verde, D) filtro rojo. Microscopia de fluorescencia de cortes de hepatopancreas de camarones colectados en el dia 2 del grupo

experimental E-H). E) campo claro, F) filtro azul, G) filtro verde, H) filtro rojo.



Para el ensayo de estrés oxidativo se sintetizaron nanoparticulas de Ch-NPs-Tc,
donde se obtuvo un liquido transparente y viscoso. De éste, se obtuvieron 4 mL de
nanoparticulas suspendidas en agua miliQ como se muestra en la figura 7.5. Del estudio de
caracterizacion por medio de DLS se encontrdé que las nanoparticulas tuvieron un didmetro
hidrodinamico de 264.1 nm y un potencial zeta de 35.4 mV, medidas obtenidas con el equipo

Zetasizer Nano ZS modelo ZEN3600.

Figura 7.5. Vial con Ch-NP-a-tocoferol.

Al término del ensayo in vivo durante el muestreo se observé una tendencia en el
cambio de coloracién en los diferentes tratamientos. En la figura 7.6-A se observo una
coloracion azul en los organismos con tratamiento de o-tocoferol libre en el alimento. Por
otro lado, los organismos con tratamiento de nanoparticulas de quitosano control
mantuvieron la coloracién blanquecina tipica del L. vannamei como se observa en la figura
7.6-B. Los tratamientos con nanoparticulas de quitosano cargadas con tocoferol en sus
concentraciones baja y alta mostraron tonalidades rojizas o café, sin embargo cabe destacar
que los camarones tratados con la concentracion alta de o-tocoferol obtuvieron una

coloracion mas intensa.



D)

Figura 4.6. Muestras de camaron de tratamiento correspondiente a A) Tocoferol libre, B) Nanoparticulas control, C) Nanoparticulas Ch-NP-a-tocoferol

de concentracién 1 y D) Nanoparticulas Ch-NP-a-tocoferol de concentracion 2.



En lafigura 7.7-A-C se observa una alta coloracion rojiza en las zonas de los extremos
tales como los pledpodos, peréipodos y punta de la cola un tono rojo intenso sobretodo en
esta Gltima. Al realizar la diseccion del hepatopancreas se observé que este tomo un color
rojo carmin intenso como se observa en la figura 7.7-B, mientras que hepatopancreas

extraidos de organismos de otros tratamientos tenian una coloracion café tipica de la especie.

Figura 7.7. Muestra de camarén tratado con nanoparticulas Ch-NP-Tc de concentracion 2 A) perfil, B)

hepatopancreas y C) vista inferior de peréipodos.



Se realizd la determinacidon del indice hepatosomatico (IHS), en la tabla 7.1 se presentan

los resultados obtenidos con sus respectivas desviaciones estandar.

Tabla 7.1. Indice hepatosomatico (IHS) correspondiente a los diferentes tratamientos.

Tratamiento IHS [%0]
Tocoferol libre (Tc) 3.81 £0.34
Nanoparticulas de quitosano (Ch-NP) 3.45+0.43
Nanoparticulas de quitosano concentracion baja (Ch-NPs-bTc ) 3.54 £0.27
Nanoparticulas de quitosano concentracién alta (Ch-NPs-aTc) 3.09 £0.28
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A continuacion en la figura 7.8 se presentan los valores de la quimica sanguinea de la hemolinfa antes y después del estrés con peroxido

de hidrégeno durante dos horas.
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Figura. 7.8 Resultados de analisis bioquimico en hemolinfa extraida donde A) son proteinas, B) glucosa, C) colesterol y D) triglicéridos.



A continuacion en la figura 7.9 se presenta la expresion promedio de los diferentes genes.
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Figura. 7.9. Resultados de expresion promedio de genes caracteristicos del estrés oxidativo, donde A) corresponde a catalasa, B) superéxido dismutasa,

C) Glutation S- transferasa y D) Glutatién peroxidasa.
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8. Discusion

Primeramente se realizd un estudio preliminar para determinar si las nanoparticulas

entran al tejido del hepatopancreas.

Se sintetizaron Ch-NPs-FITC de lo que se consiguié 1.5 mL de nanoparticulas
suspendidas en buffer de fosfatos a pH de 6, por medio del método de gelacion ionica. Las
caracteristicas del coloide fueron: alta viscosidad, un tono transparente amarillento
caracteristico del FITC, lo que cualitativamente nos sugiere la presencia de FITC
encapsulado en quitosano. En la figura 7.1 se muestra el resultado final de la sintesis, esta
coloracion sugiere una encapsulacién, de FITC, la cual se confirmé por la fluorescencia de
la preparacion. Otro pardmetro cualitativo a considerar es la alta viscosidad (Wang & Xu,

1994).

Las nanoparticulas fueron medidas por medio de DLS, donde se encontr6 un diametro
hidrodinamico promedio de 500 nm, con una alta variabilidad en tamafios. Lo anterior se
debe a que el método de gelacion ionica funciona por medio de interacciones electrostaticas,
lo que en condiciones no Optimas puede llevar a resultados de tamafio de particula

polidispersos (Calvo, Remufian-Lopez, Vila-Jato, & Alonso, 1997).

Este tamafio de nanoparticula puede ser considerado grande, sin embargo el radio
hidrodinamico polidisperso de las NP muestra la presencia de nanoparticulas de menor
diametro. Por otro lado se han reportado resultados de penetracion de tejido por parte de
particulas de didmetros de 500 nm, Bandi et al. 2020 reportaron ingreso a la mucosa de
conejos por parte de nanoparticulas con diametro de 500 nm hasta 1000 nm, si bien el ingreso

es del 1% existe y aumenta conforme pasa el tiempo.



Previo a realizar el ensayo in vivo con Ch-NP-Tc, se aseguro que las nanoparticulas
ingresan al tejido de hepatopancreas, ya que este es primordial para el metabolismo y
desintoxicacion de xenobioticos de L. vannamei (Li, et al., 2008). Esto fue a través del ensayo
previo utilizando las Ch-NPs-FITC integradas en la dieta de los camarones. EI marcador
FITC, es un fluorocromo ampliamente utilizado en microscopia de fluorescencia. La dieta
que se utilizo fue siguiendo las recomendaciones del laboratorio del 110, con los nutrimentos
adecuados para asegurar un crecimiento saludable en los camarones. Los pellets de dieta
deben contener todos los requerimientos y ser homogéneos para asi reducir un sesgo en el
mantenimiento de los mismos. Como se observo en la figura 7.2 se obtuvieron pellets de
dieta homogéneos, lo que nos brinda un mantenimiento adecuado para los ensayos. Los
pellets obtenidos presentaron fluorescencia, hecho que sugiere la presencia de las
nanoparticulas embebidas en la dieta. Este resultado fue contrastado con la dieta control, la

cual no presentd fluorescencia, lo que descarta autofluorescencia de la dieta misma.

Con el propésito de observar si hubo penetracion de tejido de hepatopéancreas por
parte de las NP’s, se realiz6 microscopia de fluorescencia. Como se menciona anteriormente
los camarones presentaron autofluorescencia, lo que incitd a buscar un punto de
diferenciacion entre el tejido y la distribucién de las NP. El punto se encontré en el filtro
rojo, como se observa en la figura 7.4 no se presenta fluorescencia en el control al ser
expuesto a este filtro. Filtro que excita de 580 a 598 nm (Etaluma, 2019). En la figura 7.4
donde se observa fluorescencia en el control en los filtros azul y verde, mas no en rojo. Esta
diferenciacion entre filtros nos brindé un punto de diferenciacion entre el tejido y la
distribucion de las nanoparticulas. Al poder separar la fluorescencia del camaron de la de las

NPs se pudo observar la presencia de FITC en el tejido de hepatopancreas como se puede
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observar en la figura 7.4. En donde se tiene un contraste del tejido de un camaron alimentado
con dieta control del tejido de hepatopancreas de un camardén alimentado con dieta
experimental con FITC. Esta fluorescencia nos indico la penetracion efectiva de las NPs al

tejido de hepatopéncreas.

Una vez llevado a cabo el ensayo preliminar se prosiguio con el ensayo de estrés
oxidativo in vivo. En éste se realiz6 una segunda sintesis de nanoparticulas de quitosano, pero
cargados con a-tocoferol o Ch-NPs-Tc. Las nanoparticulas obtenidas tuvieron un diametro
menor al de la primera sintesis de Ch-NP-FITC, del estudio de caracterizacion por medio de
DLS se encontr6 un diametro hidrodindmico de 264.1 nm, este diametro de particula es
aceptable tomando en cuenta los resultados favorables del ensayo preliminar y resultados de

Bandi et al. (2020).

Las nanoparticulas dependiendo de su carga superficial tienden a aglomerarse, las
particulas con mayor carga tienden a repelerse, por lo tanto entre mayor sea la carga
superficial se tiene mayor estabilidad en la solucién. Las particulas son consideradas estables
a partir de potencial zeta de 30 mV (Clogston & Patri, 2010). El valor de potencial zeta
obtenido de las nanoparticulas Ch-NP-Tc resuspendidas en buffer de fostatos a pH 6, fue de

35.4 mV, lo que indica una estabilidad media de la suspension.

Para medir el efecto de las NPs se realiz6 un ensayo de estrés oxidativo in vivo, donde
se expuso a un estrés agudo a los organismos durante dos horas, para posteriormente tomar
muestras aleatorias de hepatopancreas, con los cuales se midieron los indicadores de estrés

oxidativo. Es decir, se midio la expresidn de genes que codifican para las enzimas superéxido
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dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation S-transferasa, principales participantes

en la defensa antioxidante enzimatica.

Adicionalmente para medir el estado de salud de los camarones en los diferentes
tratamientos, se calcul6 el indice hepatosomatico y se tomaron muestras de hemolinfa. Con
ésta Ultima se realizaron ensayos para detectar la concentracion de diferentes biomoléculas

que sirvieron como un indicador del estado de salud de los camarones.

El indice hepatosomatico es la relacion entre la masa del hepatopancreas y el cuerpo
del organismo, este es un indicador de las reservas de glucosa en el organismo y la actividad
hepética. En la tabla 7.1 se muestran los indices hepatosomaticos calculados, donde se
encontrd diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05). Los camarones con
tratamiento de Tc tuvieron altos valores de indice hepatosomatico, esto sugiere mayores
reservas energéticas, estas bien pueden ser de carbohidratos o lipidos. Una reserva
moderadamente mayor puede ser sintoma de interferencia con el metabolismo de

carbohidratos y/o lipidos.

Se identifico una disminucién moderada en el indice hepatosomatico en Ch-NPs-aTc,
esto puede explicarse por incremento en la demanda energética en condiciones de estrés y el
uso constante de biomoléculas como suministro de energia. Finalmente el indice
hepatosomatico de los tratamientos de Ch-Np y Ch-Nps-aTc no varian en gran medida, esto
puede deberse a que el estado de los camarones se mantuvo dentro de pardmetros constantes,

donde no hubo una gran demanda de energia o bien una acumulacion de ella.

Los ensayos de bioquimica hematica analizaron la concentracion de proteina total,

glucosa, colesterol y triglicéridos. Primeramente del contenido de proteina total en hemolinfa
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se observd que no hay diferencia significativa en la proteina total (P<0.05), esto puede ser
debido a que el estrés al que fueron expuestos los organismos fue agudo, y este no afecto el
metabolismo de proteinas en los camarones. Niveles bajos de proteina en hemolinfa sugieren
una baja ingesta de alimentos o bien una dieta pobre en nutrientes, sin embargo este no es el
caso, lo que nos indica que hubo disponibilidad y consumo de alimento con un contenido

adecuado de nutrientes.

Un indicador de estrés agudo es el aumento en los niveles de glucosa en la hemolinfa
del camaron peneido (Racotta & Palacios, 1998). Sin embargo en el presente estudio no se
encontrd un aumento en los niveles de glucosa en los camarones expuestos a un estrés agudo.
Esto se puede deber a una adaptacion o aclimatacion al estresor y podria explicar la ausencia
de una alta concentracion de glucosa en la hemolinfa del camaron estresado. Los camarones
expuestos a estrés oxidativo tuvieron una mayor manipulacion, ademéas de permanecer
durante 2 hrs expuestos a peréxido. Un comportamiento similar fue reportado anteriormente

en camarones expuestos a estrés por manipulacién (Mercier, et al., 2006).

La concentracién de colesterol y triglicéridos en hemolinfa no representa una
diferencia significativa, sin embargo se observaron niveles muy bajos de estas biomoléculas
en los camarones tratados con Ch-NPs-aTc. Los niveles muy bajos de biomoléculas puede
significar una disminucion de apetito, o bien poca disponibilidad de alimento, sin embargo
en el contenido total de proteina se observa que la disponibilidad de alimento no fue un factor.
La baja concentracion de lipidos en hemolinfa puede ser debido a problemas metabolicos o
bien de absorcion de estos, signo que representa en efecto negativo en el estado de salud de

los camarones. Por otro lado se observo una concentracion bastante alta de triglicéridos en el
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grupo tratado con tocoferol libre, los triglicéridos muy elevados pueden indicar una

inhibicion del metabolismo de lipidos, y estos se ven acumulados en el sistema.

De la medicidn de expresion genética se obtuvo una diferencia significativa (P<0.05)
en la expresion de los genes CAT y GPX, teniendo una diferencia visible entre la expresion
del tratamiento de Tc respecto al resto. Este resultado corresponde con la defensa
antioxidante enzimatica, ya que son las principales enzimas que degradan a la molécula
peréxido (Wang et al., 2012). Otra enzima a considerar es la glutatién S-transferasa, la cual
actla sobre moléculas variadas, expresion de la cual también se obtuvo diferencia
significativa, estos indicadores nos muestran que hubo una expresion diferente entre los

tratamientos.

Al finalizar el ensayo de estrés oxidativo in vivo se observo una tendencia en el
cambio de coloracion en los diferentes tratamientos. En la figura 7.6-A se observd una
coloracion azul en los organismos con tratamiento de a-tocoferol libre en el alimento, por
otro lado los organismos con tratamiento de nanoparticulas de quitosano control mantuvieron
la coloracion blanquecina tipica del L. vannamei como se observa en la figura 7.6-B. Los
tratamientos con nanoparticulas de quitosano cargadas con a-tocoferol en sus
concentraciones baja y alta mostraron tonalidades rojizas a café. Sin embargo, cabe destacar
que los camarones tratados con la concentracion alta de o-tocoferol obtuvieron una
coloracion mas intensa. Estas coloraciones pueden resultar no deseadas, ya que se pueden
relacionar con patologias. Estudios realizados por Klaus et al. (2017) sugieren que el exceso
de tocoferol puede llevar a intervenir con la accion antioxidante natural del camarén, lo que

puede conducir a un estrés oxidativo, por lo tanto a una pérdida de homeostasis.

53



La pérdida de homeostasis lleva a disfuncion organica y a muerte celular, condiciones
que facilita el ingreso a microorganismos oportunistas, tales como bacterias del género
Vibrio, infeccion comun en L. vannamei (Hermes-Lima, 2004). Lo anterior podria sugerir
una posible infeccidn en los organismos tratados con el tratamiento 1, con a-tocoferol libre
y los tratados con el tratamiento 4 de tocoferol concentrado. Sin embargo, habria que analizar
el caso con un mayor detalle antes de dar una conclusion al respecto. En el tratamiento Tc
puede que el a-tocoferol libre se perdiera en el proceso de elaboracion de las dietas, o bien
se neutralizara con el alimento dentro del aparato digestivo. Por otro lado el tratamiento 4 al
ser tan concentrado podria haber interferido con la defensa antioxidante enzimética. En
ambos casos pudo haber llegado a un desequilibrio entre la concentracion de antioxidantes

contra la de ROS.

A pesar del tamafio de las NP fluorescentes obtenidas (500 nm) se obtuvieron
resultados favorables del ingreso de estas al tejido, y si bien es un tamafio grande, se han
registrado anteriormente resultados positivos con particulas de 500 nm. Por otra parte se
obtuvo un efecto ante el estrés oxidativo con las NPs cargadas con a-tocoferol (con diametro
de 264.1 nm). El ingreso de las NPs al organismo es un signo favorable para su uso como
vehiculo de biomoléculas de alto interés, ya que estas capsulas pueden fungir como reactores
0 bien como protectores de moléculas o compuestos que sean de interés para tratamientos.
Esta proteccion es necesaria para tratamientos en los que se deba de llegar a un tejido
especifico, o bien que éstas sean delicadas y se degraden antes de llegar a la zona de interes,
por otro lado también las NP son Utiles para poder utilizar en menor cantidad farmacos,

metabolitos o tratamientos que sean de alto valor econémico, ya que se protege.
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Para obtener particulas de menor tamafio, se sugiere experimentar con las velocidades
de agitacion y asi encontrar la éptima para a-tocoferol, ya que para cada biomolécula las
condiciones de encapsulacion varian. Por otro lado cabe mencionar que el goteo se realizo
manualmente, por lo que un método de goteo constante en velocidad y volumen ayudaria a
obtener NP de menor diametro hidrodinamico y menos polidispersas. Por otro lado Sawtarie
et al. (2017) reportaron el efecto de cloruro de sodio en la sintesis de nanoparticulas de

quitosano, dando NPs con menor polidispersion y menor diametro.

Otra ventaja de asegurar el ingreso de las Ch-NP es que estas son mas economicas de
obtener que otro tipo de nanovehiculo, como las VLP, las cuales son altamente eficientes en
entrega de farmacos o drug delivery, sin embargo la sintesis de éstas es mas compleja de
escalar que la de las Ch-NP. Las Ch-NP también cuentan con la ventaja de ser altamente

biodegradables y biocompatibles.

9. Conclusiones

El método de gelacidn idnica es efectivo para sintetizar nanoparticulas que quitosano
cargadas con FITC y con a-tocoferol, caracterizadas a través de DLS, obteniendo un diametro

hidrodindmico de 500 nm y 264 nm.

A través de la microscopia dptica con filtros de luz se encontro la presencia de NP en el

hepatopancreas, lo que indica la que las NP atravesaron el intestino hacia el hepatopancreas.

Después del ensayo de estrés se concluye que el a-tocoferol libre es efectivo contra el

estrés oxidativo, sin embargo con limitantes, ya que los camarones al ser expuestos a estrés
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agudo actuaron sus defensas antioxidantes enzimaticas, lo que indica un desequilibrio entre

la existencia de antioxidantes contra ROS.

El a-tocoferol protegido por las nanoparticulas de quitosano resulto ser el mejor medio
para ingresar al tejido reduciendo el efecto del estrés oxidativo. Sin embargo, habra que

delimitar la concentracion mas adecuada para ello.

Los distintos tratamientos, es decir, la forma como se suministré el a-tocoferol libre tuvo
un efecto visual sobre la coloracion de los camarones, lo que indica una respuesta

diferenciada.

Las NP suministradas a través de pellets fueron un vehiculo adecuado para el ingreso
del a-tocoferol al interior del organismo sin que se libere en el intestino, asegurando su

proteccion.
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Anexos

Anexo 1-A

Tabla Al. Contenido de dieta control de ensayo preliminar.

Ingrediente Porcentaje
Harina de pescado 12.00
Harina de ave 22.00
Soya 42% 18.00
Harina de trigo 8.00
Gelatina 6.00
Gluten de maiz 7.00
Sebo 2.02
Almidon de maiz 18.65
Rovimix 1.50
Fosfolipidos 1.00
Colesterol 0.500
Nature-DHA 17% 3.00
Benzoato de sodio 0.23
Cloruro de colina 0.09
BHT 0.01
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Anexo 1-B

Tabla B1. Contenido de dieta control de ensayo in vivo.

Ingrediente Porcentaje
Harina de pescado 12.00
Harina de ave 22.00
Soya 42% 18.00
Harina de trigo 8.00
Gelatina 6.00
Gluten de maiz 7.00
Sebo 2.02
Almidon de maiz 18.65
Fosfolipidos 1.00
Colesterol 0.500
Nature-DHA 17% 3.00
Benzoato de sodio 0.23
Cloruro de colina 0.09
BHT 0.01
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Anexo 2-A

Tabla A2. Proporcion para determinacion de proteina total.

Blanco Calibrador Desconocido
Muestra (mL) - -- 0.01
Calibrador  (mL) - 0.01 -
Reactivo (mL) 1.0 1.0 1.0

Mezclar e incubar 10 minutos a 37°C, o 20 minutos a
temperatura ambiente (20° a 25° C.). Leer las absorbancias a 540
nm., llevando a cero el espectrofotémetro con el blanco de
reactivo. El color resultante es estable por a lo menos treinta

Concentracion calibrador
Abs. calibrador

Factor =

Proteina Total = Factor = Abs. muestra

Ec. Al
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Anexo 2-B

Tabla B2. Proporcion para determinacion de proteina total.

Blanco Calibrador Desconocido
Muestra (mL) - --- 0.01
Calibrador  (mL) - 0.01 ---
Reactivo (mL) 1.00 1.00 1.00

Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C o temperatura ambiente (20° a
25°C). Leer las absorbancias ajustando a cero el espectrofotémetro
con el blanco de reactivo. El color resultante es estable por a lo
menos treinta minutos.

Concentracion calibrador
Abs.calibrador

Factor =

Glucosa (mg/dl) = Factor x Abs. muestra

Ec. A2
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Anexo 2-C

Tabla C2. Proporcion para determinacion de proteina total.

Blanco Standard Desconocido

llevando a cero el

Muestra (mL) -- -- 0.01
Calibrador (mL) -- 0.01 --
Reactivo (mL) 1.00 1.00 1.00
Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C o 20 minutos a

temperatura ambiente (> 20°C).

reactivo. El color resultante es estable por a lo menos treinta

Leer las absorbancias
espectrofotometro con el blanco de

Factor =

Concentracion Calibrador

Abs.Calibrador

Colesterol Total (mg/dl) = Factor x Abs. Muestra

Ec. A3
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Anexo 2-D

Tabla C2. Proporcion para determinacion de proteina total.

Blanco  Calibrador Muestra
Muestra (mL) - -- 0.01
Calibrador (mL) - 0.01 -
Reactivo (mL) 1.00 1.00 1.00

Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C temperatura ambiente (20°
a 25°C.). Leer las absorbancias llevando a cero el
espectrofotometro con el blanco de reactive. El color resultante
es estable por a lo menos treinta minutos.

Concentracion calibrador

Factor =
actor Abs. calibrador

Triglicéridos = Factor * Abs. muestra

Ec. Ad
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