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Resumen de la tesis que presenta Ivonne Pintor Montalvo como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Evaluacion del potencial de asimilacion digestiva de nanoplasticos

Resumen aprobado por:

Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Director de tesis

En los ultimos afios, los nanopldsticos han empezado a ser considerados contaminantes muy importantes
en los océanos, ya que han atraido la atencién de la comunidad cientifica. Los plasticos a escala
nanométrica pueden provenir de dos fuentes, ya sea por la degradacion y abrasidn de piezas de plastico o
presentar ese tamafio desde su fabricacion. La omnipresencia de estos nanomateriales pone sobre la mesa
la necesidad de estudiar el impacto ambiental que puedan tener en diferentes ecosistemas. Uno de los
gue mas preocupacion han generado es el ecosistema marino, ya que es una basta fuente de alimentos
para el humano. De los organismos que pueden verse afectados directamente por la interaccién con los
micro y nanoplasticos estan los detritivos, como el camardn. Para conocer el efecto de los nanoplasticos
en la especie del camarén blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei, se expusieron 24 camarones durante
33 dias a concentraciones de 0, 0.25, 0.5y 1 mg/g de NanoPET. Se prepararon las dietas para los camarones
y se le anadieron nanoplasticos que etiquetados con Rojo Nilo con la intencidén de confirmar su presencia
en el alimento. Se analizaron la hemolinfa y los hepatopancreas de los organismos. Se evaluaron los niveles
de glucosa, proteina total, colesterol y triglicéridos en la hemolinfa de los camarones. También, se
midieron los niveles de nitritos y de ROS en el hepatopdncreas. Finalmente, se evalud la expresion relativa
de los genes referentes al sistema antioxidante (SOD, CAT, GPx y GST). Se detectd estrés agudo en la
hiperglucemia de la hemolinfa. Los genes SOD, CAT y GPx también mostraron sefiales de activacion del
sistema antioxidante en los organismos expuestos a las concentraciones 0.5 y 1 mg/g de NanoPET. Esto
permitid que hubiera una inhibicién en la produccidén de ROS. Se registré una activacion del sistema
antioxidante derivado de la inflamacién detectada en las células del hepatopancreas de los camarones
expuestos al NanoPET contenido en los alimentos.

Palabras clave: nanoplasticos, PET, camardn blanco, hemolinfa, hepatopancreas, hiperglucemia,
sistema antioxidante, estrés oxidativo.



Abstract of the thesis presented by lvonne Pintor Montalvo as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Nanoscience.

Evaluation of the potential digestive assimilation of nanoplastics.

Abstract approved by:

Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Thesis director

In recent years, nanoplastics have attracted the attention of the scientific community as very important
pollutant in the oceans. Nanoscale plastics are originated from different sources, either from the
environmental degradation and abrasion of plastic pieces, or by the direct manufacture of nanosized
plastic material. The widespread presence of these nanomaterials rise the concern of their environmental
impact on different ecosystems. Marine ecosystem, being an important food source for humans, is one of
the most affected. Among the organisms that can be directly affected by the interaction with micro and
nanoplastics are detritus scavengers, such as shrimp. In order to know the effect of nanoplastics on the
Pacific white shrimp species Litopenaeus vannamei, were feed for 33 days with a feed containing different
concentrations of NanoPET (0, 0.25, 0.5 and 1 mg/g). The nanoplastics were labelled with Red Nile with
the intention of confirming their presence in the food. Hemolymph and hepatopancreas tissues from the
organisms were analyzed. Glucose, total protein, cholesterol and triglycerides levels were evaluated in
shrimp hemolymph. In addition, nitrite and ROS levels in the hepatopancreas were measured. Finally, the
relative gene expression of some antioxidant proteins (SOD, CAT, GPx and GST) was evaluated. Acute stress
was detected in the hyperglycemia of hemolymph, inhibition of nitrites as affectation in the immune
system and presence of ROS in the concentrations of 0.25 and 0.5 mg/g NanoPET. The SOD, CAT and GPx
genes showed signs of antioxidant system activation in organisms exposed to the 0.5 and 1 mg/g
concentrations of NanoPET. The activation fo these genes inhibited the production of ROS. An activation
of the antioxidant system derived from the inflammation was also detected in the hepatopancreas tissue
of shrimp feed with a diet containing NanoPET.

Keywords: nanoplastics, PET, white shrimp, haemolymph, hepatopancreas, hyperglucemia,
antioxidant system, oxidative stress.
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Capitulo 1. Introduccidn

El término plastico se refiere a cualquier material que contenga un polimero como su ingrediente
esencial y que sea reforzado con aditivos que lo ayuden a ser mads resistente o le brinden una
caracteristica especifica como pigmentos, estabilizadores o retardantes de llamas (Hirt y Body-
Malapel, 2020). Los plasticos se pueden clasificar de diversas formas, en este caso, los clasificaremos
de acuerdo a sus propiedades térmicas obteniendo dos grandes categorias: los termoplasticos y los

termoestables (Tabla 1) (Plastic Europe, 2020).

Los polimeros termoestables son un grupo de plasticos que sufren un cambio quimico cuando son
llevados a altas temperaturas y una vez que han sido calentados y moldeados no pueden ser
derretidos con el fin de volver a moldearse. Este tipo de materiales adquieren un estado final
reticulado haciéndolos insolubles y negando la capacidad de que estos se fundan, impidiendo un

reciclado del material (Bruder y Bruder, 2015).

Los termoplasticos son una familia de polimeros que se funden cuando se calientan y se endurecen
cuando se enfrian. Este tipo de materiales tiene la capacidad de ser calentado, moldeado y enfriado
en repetidas ocasiones. Estos polimeros tienen una estructura quimica lineal, la cual puede
presentar ramificaciones, o no; esta caracteristica les permite ser solubles en solventes orgdnicos

dando a estos materiales la capacidad de ser fundidos y reciclados (Bruder y Bruder, 2015).

Gracias a la versatilidad que el plastico ofrece, tan solo para el 2019 se produjeron en el mundo casi
368 millones de toneladas de plastico (Plastic Europe, 2020). Hoy en dia el plastico es considerado
el desecho mds comun de los ecosistemas marinos, siendo el contaminante que representa el 75%
de la basura marina, del cual el 80% de este pldstico proviene de fuentes terrestres y el resto son
desperdicios de actividades desarrolladas en el mar como la pesca y el transporte marino
(Henderson y Green, 2020). La alta demanda de productos plasticos, las actividades en altamary la
deficiente gestion de residuos plasticos ha generado un grave problema ambiental que impacta

directamente ecosistemas terrestres y marinos (Jambeck et al., 2015).



Tabla 1. Ejemplos de polimeros

Termoplasticos Termoestables
Polietileno (PE) Poliuretano (PUR)
Polipropileno (PP) Resinas epoxicas
Policloruro de vinilo (PVC) Resina de melamina
Tereftalato de polietileno (PET) Esteres de vinil
Poliestireno (PS) Silicona
Policarbonato (PC) Resinas acrilicas, fendlicas y formaldehidicas

1.1 Tereftalato de polietileno

De acuerdo a Geyer en el 2015 se produjeron 33 millones de toneladas métricas de tereftalato de
polietileno (PET) a nivel mundial y se desecharon 32 millones de toneladas métricas (Geyer et al.,
2017), dejdndonos con un alto indice de generacién de desechos. La popularidad de este pldstico
favorece la produccion de empaques como botellas, peliculas y empaques para comida. En el
periodo del 2002 al 2014 del 100% de produccién de polimeros, 44.8% fue dedicado exclusivamente
para el sector de embalaje y empaquetado, cubierto por polietileno (PE), polipropileno (PP) y PET

(Pongracz, 2010).
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Figura 1. Molécula polimérica de tereftalato de polietileno. Figura tomada de Baur et al., 2019.

1.2 Nanoplasticos

La cotidianeidad en el uso del plastico resulta en un constante transito de basura plastica hacia el
océano. Como se menciond previamente la contaminacion marina por los desechos plasticos es
capaz de desencadenar un sinfin de impactos ambientales y bioldgicos. Cuando los polimeros se

exponen de manera prolongada a factores ambientales como humedad, calor, luz solar y accién



microbiana, la degradacién de los polimeros comienza, orillando a que estos se degraden en
particulas de menor tamafos. Lamentablemente, la falta de métodos experimentales
estandarizados limita el conocimiento sobre el tiempo exacto de degradacién de plasticos (Chamas

et al., 2020).

En la dltima década se ha reportado que la degradacién de materiales como plastico es capaz de
formar micro y nanoplasticos (Cai et al., 2021). Estas particulas se consideran contaminantes
ambientales que interfieren de manera directa en el equilibrio ocednico pues la contaminacién por
plasticos es un estresor mas para el océano, aunado a la acidificacion del océano y el calentamiento

global (Oliveira et al., 2019).

La mayor caracteristica de las nanoparticulas es que muestran por planos atémicos determinantes
gue no son comunes o que por lo regular no estdn superficialmente presentes en las superficies de
materiales volumétricos (Banfield y Zhang, 2001). En general, la razdn por la que los nanomateriales
son sujetos a mucha investigacion cientifica es porque pueden llegar a desarrollar un

comportamiento muy diferente al del material del que provengan (Wigginton et al., 2007).

Fue en 1960 cuando se descubrieron particulas plasticas dentro del estémago de un albatros, pero
fue hasta 1987 cuando se realizd la primera publicacién cientifica hablando de la relacién que existia
entre las aves y la basura pldstica del mar (Schmid et al., 2021). Al dia de hoy la definicién de
nanoplastico auin no estd del todo establecida y es que, en la publicaciéon de Rios Mendoza et al.
(2018), se mencionan los tamafos de las nanoparticulas propuestas por diferentes autores (Tabla
2), sin embargo, la definicion adoptada en su mayoria es la de nanomaterial reconocida por la

Comisién Europea (1-100 nm).

Tabla 2. Definiciones de nanoplasticos de Mendoza, et al. 2018

Autor Ano Tamaiio
Wagner, et al. 2014 <20 um
Bergmann, et al. 2015 <100 nm

da Costa, et al. 2019 <1l um




Los nanoplasticos marinos tienen dos origenes: primarios y secundarios. Primarios son aquellos que
fueron fabricados de un tamafio nanométrico por ejemplo, los productos de limpieza, higiene o
belleza (Erni-cassola et al.,, 2017). Los secundarios son aquellos que suelen tener un
comportamiento coloide y que han sido degradados por foto-degradacién, abrasién mecdnica
(Figura 2), degradacion foto-oxidativa o hidrélisis (Amir et al., 2021). La Figura 2 fase 1 muestra un
ejemplo de. una bolsa plastica completa. La fase 2 refleja la pérdida de la integridad fisica del
polimero. La fase 3 sugiere que el material al ser degradado se va dividiendo de manera no
homogénea en particulas de un tamafio cada vez menor hasta que al llegar a la fase 4 la apreciacion
de algunas de estas particulas es con ayuda de instrumentos con capacidad de aumentar la

definicidn dptica de las mismas para poder ser detectadas ocularmente.

Figura 2. Degradacion de plastico. 1)Objeto plastico completo. 2)Comienza la pérdida de integridad fisica del
objeto. 3)Las particulas que formaban el objeto ya no se encuentran integradas. 4) Es posible apreciar
particulas microscopicas.

Diversos autores describieron como el tamafio de los nanopldsticos implica un riesgo de ser ingerido
por animales marinos y que se integren a la cadena trdfica, ya que los nanoplasticos son capaces de
atravesar barreras bioldgicas y acumularse en tejidos y érganos, afectando el metabolismo vy la

asimilacién de nutrientes (Lehner et al., 2019).

Otros ejemplos que citan Oliveira et al. (2019) con respecto al potencial dafio ocasionado por el
reducido tamafio de estas micro y nanoparticulas plasticas son: inducir disminuciones en las tasas
de alimentacién y reproduccion del zooplancton, concentrar contaminantes ambientales, modificar
la distribucidn, la biotransformaciény los efectos de otros contaminantes ambientales (por ejemplo,

productos farmacéuticos) tras la exposicidon simultanea. También, se ha informado que inducen



genotoxicidad y neurotoxicidad en peces y mejillones, promueven alteraciones del comportamiento

y causan alteracion endocrina en peces.

1.3 Camaron blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei)

El camardn blanco Litopenaeus vannamei (Figura 3) es originario de la costa oriental del Océano
Pacifico, desde el estado de Sonora hasta Peru, se localiza en habitats marinos tropicales. Son
organismos que tienen un cuerpo alargado que consta de tres divisiones principales: cefalotérax,
abdomen y cola. Suelen ser de color banco translicido con algunos tonos amarillos, mientras que

sus antenas, patas delanteras y cola suelen tener un ligero tono rojizo (INAPESCA, 2012, FAO, 2018).

De acuerdo con la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién)
en el reporte estadistico del 2018, el camardén blanco del Pacifico (L. vannamei) acumulé una

produccién de 4,966,241 toneladas, durante ese afio, a nivel mundial.
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Figura 3. Camaron blanco Litopenaeus vannamei. Imagen tomada de climapesca.org

1.4 Sistema Inmune de los crustaceos

Los crustaceos poseen un sistema inmune innato, como la mayoria de los invertebrados. El primer
sistema de proteccién ante posibles amenazas del exterior es su exoesqueleto. A nivel interno el

tracto digestivo, que también funciona como via de entrada para posibles agentes invasores, se



encuentra recubierto de quitina propiciando un ambiente acido lleno de enzimas que permite

eliminar o neutralizar posibles agentes patdgenos (Abud, et al., 2008).

Cuando un camardn es atacado por un agente patdgeno se desencadenan una serie de reacciones
inmunolégicas que se dividen en celulares y humorales. Las respuestas celulares son reguladas por
los hemocitos, las células de la hemolinfa, y las respuestas humorales se componen de
macromoléculas o radicales intermediarios altamente reactivos como las especies reactivas de

oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (ERN).

La formacion de ROS sucede cuando las células al detectar un agente estresor aumentan su
consumo de oxigeno, dando pie a la reduccién de oxigeno molecular (O,) a anién superdxido (0y),
este ién funciona como precedente de perdxido (H,0,), radical hidéxilo (OHe) y otras moléculas
capaces de dafiar la célula. El origen de las ERN recae en la enzima éxido nitrico sintasa (NOS) que
se encuentra diversas células, asi como las del sistema inmunoldgico. La enzima NOS es inducida
por agentes estresores produciendo éxido nitrico (NO), un compuesto con potencial microbicida. El

NO es muy inestable y se transforma rdpidamente en nitritos (NO,) y nitratos (NOs)

Debido a la capacidad reactiva que los ROS y ERN tiene, pueden destruir agentes invasores, pero
también pueden implicar un dafio para los camarones, en este caso el sistema antioxidante del
organismo activara a las enzimas antioxidantes capaces de neutralizar ROS como la superdxido

dismutasa (SOD), catalasa, (CAT) y glutatién peroxidasa (GPx) (Abud, et al., 2008).

1.5 Sistema digestivo de los crustaceos

El sistema digestivo de los crustdceos cumple la funcién principal de nutrir al organismo. Esta
actividad se divide en: ingesta, transporte de nutrientes, digestién, absorcién, almacenamiento de
nutrientes y excreciéon. El tracto digestivo se divide en 5 secciones: boca, eséfago, estdmago,
glandula digestiva (hepatopancreas) y el intestino anterior, medio y posterior (Ceccaldi, 1989)

(Figura 4).
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Figura 4. Sistema digestivo del camardn L. vannamei. Imagen modificada tomada de FAO, 2001

El hepatopancreas es un érgano de gran tamafio, pues puede llegar a representar 2-6% del peso del
camarén (Ceccaldi, 1989). Este drgano se encuentra en el lado dorsal del cefalotérax y puede
extenderse hacia atras en direccion del abdomen. La importancia del hepatopdancreas radica en que
aqui se lleva a cabo la digestidon intracelular, en donde la actividad enzimatica rompe las moléculas
al tamafio necesario que puedan absorber los nutrientes y agua (Mcgaw y Curtis, 2012). Se sabe que
el hepatopdncreas funciona como un filtro ya que solo permite el paso de liquidos y particulas con

un didmetro menor a 100 nm (Hopkin y Nott, 1980).

1.6 Agenda 2030 para el Desarrollo Sustentable

La Asamblea General de la Organizacién de las Naciones Unidas adoptd en septiembre del 2015 la
Agenda 2030 para el Desarrollo Sustentable, con la intencidn de desarrollar un plan de accién a favor
de las personas el planeta y la prosperidad. Para poder llevar a cabo el cumplimiento de esta Agenda
se propusieron 17 objetivos (Figura 5) con 169 metas de caracter integrado abarcando las areas

econdmicas, sociales y ambientales.
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Figura 5. 17 objetivos de Desarrollo Sostenible de la ONU. Imagen tomada de (ONU, 2015)

El objetivo 14 ‘Vida Submarina’ y sus 10 metas anexas (14.1 — 14.c) son esenciales para la prevencion
y mitigacion de la contaminacién marina. La meta que sustenta el desarrollo del proyecta es la 14.a

y esta cita lo siguiente:

Aumentar los conocimientos cientificos, desarrollar la capacidad de investigacion y transferir
tecnologia marina, teniendo en cuenta los Criterios y Directrices para la Transferencia de Tecnologia
Marina de la Comision Oceanogrdfica Intergubernamental, a fin de mejorar la salud de los océanos
y potenciar la contribucion de la biodiversidad marina al desarrollo de los paises en desarrollo, en

particular los pequeiios Estados insulares en desarrollo y los paises menos adelantados (ONU, 2015).

Este proyecto contribuye al cumplimiento de la Agenda 2030 estudiando el impacto ambiental que

los nanoplasticos ocasionan a ciertas especies marinas en el océano.

1.7 Antecedentes

En el afio 2015 comenzd a especularse que las particulas plasticas menores a 1um podian estar

presentes en el medio ambiente (Wagner y Reemtsma, 2019). De acuerdo con (Piccardo et al., 2020)



para febrero del 2020 y a partir del 2012, se encontraron cerca de 184 publicaciones sobre
nanoplasticos en PubMed. En el 97% de las publicaciones se hicieron estudios con el poliestireno
(PS). Lo cual también sesga un poco la investigacion con respecto a otros polimeros como el

tereftalato de poliestireno que es polimero que se aborda en este proyecto.

Aungue ya hay muchos estudios que tratan sobre la exposicion de los organismos marinos a distintas
concentraciones de micro y nanoplasticos, vale la pena direccionar esta investigacién para conocer
los efectos sobre el balance de estrés oxidativo y sistema antioxidante en los camarones expuestos

a nanoplasticos.

Para evaluar el sistema antioxidante Yu et al. (2018) expusieron a organismos juveniles de la especie
Eriocheir sinensis a distintas concentraciones de microplasticos (5 um) de PS durante 21 dias.
Durante ese tiempo se evalud la calidad del agua, junto con la ganancia de peso y longitud de los
organismos. Ademas de evaluar la expresion genética de los genes SOD, CAT, GPx y GST. Dichos
autores demostraron que los micropldsticos se acumularon en el tejido de los cangrejos afectando
de manera significativa su desarrollo y crecimiento. Ademds de que se reportd que los
microplasticos de PS fueron capaces de inducir estrés oxidativo en el hepatopancreas del cangrejo

Eriocheir sinensis.

En otro estudio realizado por Li et al. (2020) llevaron a cabo un ensayo nanoparticulas pldsticas de
PS con un tamanfio de 75 nm, se manejaron las concentraciones 5, 10, 20 y 40 mg/L. Los crustaceos
de la especie Macrobrachium nipponense se sometieron a exposicidon crdénica durante 28 dias a 4
concentraciones comparadas con un control. El grupo control no fue expuesto a nanoplasticos en el
agua. Se realizd una comparativa de peso y longitud de los organismos al inicio y final del bioensayo.
También se evalud la expresién genética de SOD, CAT, GPx y GST. Para conocer la activacion del
sistema antioxidante se evaluaron las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS por sus siglas en inglés).
Se demostrod que la exposicién a nanoplasticos de PS desencadend una alta produccién de ROS y las
concentraciones de 10, 20 y 40 mg/L causaron un severo dafio en el sistema oxidativo al reducir la

actividad de las enzimas antioxidantes, ocasionando efectos toxicos en el organismo.

De acuerdo con Rodriguez-Hernandez et al. (2019) se desarrollé un método para poder sintetizar de
manera segura y eficaz nanoparticulas plasticas de PET. Estos nanopldsticos fueron caracterizados

por medio de FTIR y Rayos X, confirmando que el material del que provenian si era tereftalato de
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polietileno otorgandoles el nombre de NanoPET. Con el fin de conocer los posibles efectos toxicos
en mamiferos, células macréfagas RAW-Blue fueron expuestas a NanoPET y se detectd por medio
de TEM que estas nanoparticulas lograban internalizarse en los macréfagos y formaban varias

vesiculas dentro de las células.

En el 2020, Aguilar-Guzman realizé investigaciones in vitro con macréfagos murinos, exponiendo
estas células a bajas concentraciones de NanoPET en cortos periodos. Con el fin de evaluar dafios
citotoxicos, se evaluaron los ROS de las células y también se hicieron pruebas genéticas de las células
por medio de microarreglos. Se concluyd que la exposicion de los macréfagos a NanoPET mostraba
un incremento en la viabilidad celular que disminuye con el tiempo, asi como aumento en la
producciéon de ROS. Por otra parte, el analisis con microarreglos mostré una sobreexpresién en
genes referentes a la remodelacion de la estructura celular, la regulacion proliferativa y apoptdtica
y la respuesta inflamatoria e inmune. Concluyendo que la célula detecta la presencia de las
nanoparticulas exdgenas, activando procesos de inflamacién celular que podrian ocasionar una

apoptosis si la célula se expone por periodos largos de tiempo.

1.8 Justificacion

La importancia de ser responsable con la conservacién del medio ambiente nos exhorta a detectar
cuales son los riesgos y peligros que la exposicién a los nanoplasticos es capaz de ocasionar en los
crustaceos, ya que estos son de gran importancia nutricional y econémica. La popularidad del
camaron blanco recae enormemente en que es adecuado para la acuicultura intensiva, incluyendo
un amplio grado de tolerancia a la sal y un rapido crecimiento. Debido a la gran produccién de
envases de plastico de un solo uso y por consecuencia, la alta generacion de desechos de tereftalato
de polietileno (PET) a nivel global, este proyecto de investigacion se enfocé en evaluar los dafios que
los nanoplasticos de PET desencadenan en el sistema antioxidante del camardn blanco del Pacifico
(Litopenaeus vannameij). Ademas de mantener como prioridad los posibles dafios que los plasticos

representan para la vida marina.
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1.9 Hipotesis

La presencia de nanoplasticos de tereftalato de polietileno (PET) en el alimento podran absorberse
via digestiva desencadenando efectos en el sistema antioxidante del hepatopancreas del camardn

blanco Litopenaeus vannamei.

1.10 Objetivos

1.10.1 Objetivo general

Estudiar efectos en el sistema antioxidante asociado de la asimilacién que las nanoparticulas
plasticas de tereftalato de polietileno (PET) presentes en el alimento causan en el camardn blanco

Litopenaeus vannamei.

1.10.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la inclusidn de nanoparticulas de terfetalato de polietileno en la dieta

suministrada para el camarén blanco Litopenaeus vannamei.

e Analizar el gradiente del perfil hemolitico del camardn Litopenaues vannamei expresado por

exposicién a nanoplasticos de tereftalato de polietileno (PET).

e Cuantificar la produccion de éxido nitrico (NO) y especies reactivas de oxigeno (ROS) como
respuesta humoral del sistema inmune en el hepatopancreas del camardén blanco

Litopenaeus vannamei.

e Evaluar la expresiéon de los genes del sistema antioxidante en el hepatopancreas del
camarodn blanco Litopenaeus. vannamei activada por la exposicion a nanopldsticos de

tereftalato de polietileno (PET).
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de nanoparticulas plasticas de tereftalato de polietileno (PET)

De acuerdo al método desarrollado por Rodriguez-Hernandez et al. (2019) se llevd a cabo la sintesis
de nanoparticulas de PET. El PET se obtuvo directamente de envases hechos de este polimero por
medio de abrasidon mecanica. La base del envase fue tallada una cegueta de metal de manera
unidireccional para prevenir el aumento en la temperatura del area. El polvo recolectado se tamizd
(malla No. 35, Cole-Parmer Testing Sieve) hasta obtener particulas menores a 200 um. Una vez que
se consiguié 1 g de polvo de PET se diluyé en 90% de acido trifluoroacético (TFA) a 50°C y se agito
durante 2 h Después de 24 h de agitacion vigorosa a temperatura ambiente se agregd TFA al 20% y
también se mantuvo en agitacién durante 1 h. Con el fin de remover el acido, la solucién se

centrifugd a 3500 rpm durante 20 min a 4°C.

Se resuspendieron las particulas en dodecilsulfato sédico (SDS 0.5%) y se ultrasonicaron (Ultrasonic
homogenizator) con punta fina durante 10 min y con intervalos de 10 seg sonicaciéon/descanso para
impedir que la aglomeracidn entre particulas continte. Para lograr que las particulas se separen por
sedimentacion se colocaron en una probeta de 1L y se dejaron sedimentar durante 24 h Se
extrajeron alicuotas desde diferentes niveles de la probeta y por medio de dispersidon de luz

dindmica (DLS) se evalué el tamafio de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas plasticas de <200 nm fueron recuperadas y centrifugadas a 3500 rpm durante 20
min a 4°C para retirar el SDS y finalmente se lavaron, dos veces, con etanol al 70% para su

almacenamiento. Una vez secas, las nanoparticulas se mantuvieron en etanol al 70% hasta su uso.

Las nanoparticulas plasticas de PET se etiquetaron con Rojo Nilo. Se tomd 1 mg/mL de NanoPET
recuperado y se centrifugd durante 25 min a 16,800g, se descartd el sobrenadante y al precipitado
de NanoPET se le agregd 1 mL de solucién de Rojo Nilo (0.5% en DMSO). La mezcla se mantuvo en
agitacién constante un lapso de 24 h. a 200 rpm en la oscuridad para conservacion del fluoréforo.
Concluido el tiempo de agitacién, las nanoparticulas plasticas de PET se centrifugaron tres veces en

una solucion de etanol al 50% y PBS 1X (0.1 M).
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2.2 Preparacion de dieta con nanoplasticos para camarén

Se prepararon 4 dietas con diferentes concentraciones de nanoparticulas de PET: 0, 0.25, 0.5y 1
mg/g. Se prepararon 200g de dieta para camardn de acuerdo a la formulacion descrita por (Araujo
et al., 2020) (Tabla 3). Para una completa nutricién de los organismos marinos la base de la dieta se

divide en micro y macronutrientes, en el que cada ingrediente aporta un porcentaje de nutricion.

Tabla 3. Ingredientes utilizados para la formulacidn de dietas para alimentar al camardn blanco Litopenaeus
vannamei, con diferentes concentraciones de nanoparticulas de PET. (MA) se refiere a macronutriente y (Ml)
se refiere a micronutriente

NanoPET 0mg/g 0.25 mg/g 0.5 mg/g 1mg/g
Ingredientes % % % %
Harina de pescado (MA) 12.00 12.00 12.00 12.00
Harina de ave (MA) 22.00 22.00 22.00 22.00
Soya (MA) 18.00 18.00 18.00 18.00
Harina de trigo (MA) 8.00 8.00 8.00 8.00
Grenetina (MA) 6.00 6.00 6.00 6.00
Gluten de maiz (MA) 7.00 7.00 7.00 7.00
Sebo de res (MA) 2.02 2.02 2.02 2.02
Maicena (MA) 18.65 18.45 18.15 17.65
Rovimix (M) 1.50 1.50 1.50 1.50
Fosfolipidos (Ml) 1.00 1.00 1.00 1.00
Colesterol (Ml) 0.5 0.5 0.5 0.5
Nature-DHA 17% (M) 3.00 3.00 3.00 3.00
Benzoato de sodio (Ml) 0.23 0.23 0.23 0.23
Cloruro de colina (Ml) 0.09 0.09 0.09 0.09
BHT (MI) 0.01 0.01 0.01 0.01
Nanoparticulas de PET 0.00 0.05 0.1 0.2
TOTAL 100 100 100 100

Antes de la preparacion de cada dieta cada uno de los ingredientes se pesé por separado en balanza

analitica (Sartorius).
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Dieta NanoPET 0 mg/g

Primero, se agregaron los micronutrientes en el vaso de la licuadora, estos se agitaron durante 1
min y después se agregaron los macronutrientes sobre los micronutrientes para agitarse durante
otro minuto. A esta dieta no se le agregd NanoPET porque va a ser el alimento control. Después de
dos minutos de agitacion se agregé la Maicena cocida, junto con la grenetina disuelta en agua tibia
a la mezcla de los micro y macro nutrientes. Esta mezcla se mantuvo en agitacién durante 1 miny
al final, se agregd el sebo de res caliente a la masa de los ingredientes y se mezclé durante 2 min

(Aradjo et al., 2020).

Dieta NanoPET 0.25 mg/g

Se agregaron los micronutrientes en el vaso de la licuadora, estos se agitaron durante 1 miny
después se agregaron los macronutrientes sobre los micronutrientes para agitarse durante otro
minuto. A esta dieta no se le agregaron 50 mg de NanoPET. Después de dos minutos de agitacion se
agregod la Maicena cocida, junto con la grenetina disuelta en agua tibia a la mezcla de los microy
macro nutrientes. Esta mezcla se mantuvo en agitacion durante 1 min y al final, se agregd el sebo

de res caliente a la masa de los ingredientes y se mezclé durante 2 min (Aradjo et al., 2020).

Dieta NanoPET 0.5 mg/g

Se agregaron los micronutrientes en el vaso de la licuadora, estos se agitaron durante 1 min vy
después se agregaron los macronutrientes sobre los micronutrientes para agitarse durante otro
minuto. A esta dieta no se le agregaron 100 mg de NanoPET. Después de dos minutos de agitacion
se agrego la Maicena cocida, junto con la grenetina disuelta en agua tibia a la mezcla de los microy
macro nutrientes. Esta mezcla se mantuvo en agitacién durante 1 min y al final, se agregd el sebo

de res caliente a la masa de los ingredientes y se mezclé durante 2 min (Aradjo et al., 2020).

Dieta NanoPET 1 mg/g

Se agregaron los micronutrientes en el vaso de la licuadora, estos se agitaron durante 1 miny
después se agregaron los macronutrientes sobre los micronutrientes para agitarse durante otro
minuto. A esta dieta no se le agregaron 200 mg de NanoPET. Después de dos minutos de agitacion

se agrego la Maicena cocida, junto con la grenetina disuelta en agua tibia a la mezcla de los microy
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macro nutrientes. Esta mezcla se mantuvo en agitacién durante 1 min y al final, se agregd el sebo

de res caliente a la masa de los ingredientes y se mezclé durante 2 min (Aradjo et al., 2020).

La mezcla final de cada alimento se colocd en un vaso de precipitados y se cubrié con Parafilm para
evitar que se secara. Después de cada vaso se tomd un amuestra de alimento y se puso en una
jeringa de 50 mL (sin aguja) para obtener hilos finos de alimento, obteniendo un didmetro final de
1.5-2.0 mm. Esto se realizé6 con todo el alimento preparado de cada vaso de precipitados que
contenia las dietas. Las pastas resultantes (Figura 6) se secaron por cuarenta minutos antes de
cortarse con el procesador de alimento (Waring). Después de obtener unos pellets de entre 4y 5

mm de largo (Figura 7) se secaron a 60°C durante 24 h.

= /“:_': T

Figura 7. Pellets de dieta de camarén
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2.3 Cultivo de camarones en un sistema de recirculacion de agua

El sistema de recirculaciéon de agua (Figura 8) que se utilizé para el cultivo de los camarones (L.
vannamej) se localiza en el Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110) de la Universidad
Auténoma de Baja California (UABC). Este sistema estuvo conformado por 12 cubetas, un reservorio
de agua de 300 L con un biofiltro, una bomba de agua para mantener el agua circulando, un sistema
de oxigenacidn y resistencias eléctricas para mantener una temperatura constante de 28°C, la cual
es ideal para los organismos en el agua. Los cultivos se mantuvieron protegidos de la luz solar con

la ayuda de peliculas de poliuretano

Cada cubeta tenia una capacidad de 40 L y una forma cilindrica con una abertura en la parte superior
que fue cubierta con una malla y en la parte inferior contaba con una abertura circular que se
conectaba a un tubo para descargar en la tuberia que llega al reservorio, de donde eventualmente
seria bombeada de regreso a llenar las 12 cubetas. El agua y el oxigeno se suministran a cada cubeta

por medio de mangueras que se introducian a través de la malla y descargaban en la cubeta.

El biofiltro es conformado por cristales porosos que permite que haya una regulacién ambiental
tanto de las bacterias heterdtrofas como de las bacterias nitrificantes y sean proporcionales las

cargas de nutrientes proporcionadas a las bacterias (Timmons et al., 2006).

Figura 8. Sistema de cubetas en el invernadero del 110.
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Antes de poner el sistema de recirculacién de agua fue estrictamente necesario lavar todos los
aditamentos del sistema, ademas de asegurarse que la bomba y las resistencias eléctricas
funcionaran adecuadamente. Primero, se agregd agua en el reservorio, el cual contiene un soporte
pldstico para albergar a las bacterias nitrificantes del biofiltro (Figura 9). Después, se conectd la
bomba y se abrieron las valvulas para que las cubetas comenzaran a llenarse. Se aseguré que no
hubiera fugas en los tanques, valvulas, ni las mangueras que llenan los tanques. Se colocaron 3
resistencias eléctricas con una potencia de 300 W, cada una, dentro del reservorio y se colocaron a
una temperatura de 28°C. Después de 24 h se revisd que no hubiera disminuido el nivel del agua en
las cubetas y el reservorio por alguna fuga. Se tomd la temperatura, la salinidad, la oxigenacién y los

niveles de nitratos en el agua para poder proceder a colocar a los 24 camarones (L. vannamei).

Figura 9. Reservorio de agua del sistema de recirculacidn de cubetas con el biofiltro.

2.3.1 Calidad del agua

El bioensayo se llevd a cabo entre los meses de marzo y abril y con el fin de monitorear la calidad

del agua en el sistema de recirculacién se midieron los siguientes pardmetros:
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e Latemperatura del agua se midié diario entre las 9 y 10 am, en cada una de las 12 cubetas
y en el tanque del reservorio con ayuda del oximetro (YSI Pro 2030). Con este mismo
dispositivo se midio la salinidad y el oxigeno disuelto en el agua de manera semanal.

e Para medir el pH de los tanques y el reservorio, se recolectaba una muestra de agua, de
manera semanal y se analizaba con ayuda del potenciémetro (Thermo Scientific Orion 4
Star) en el laboratorio de nutricidn del 110.

e Laspruebas de nitritos (NHz/NH4*) se realizaron con ayuda del kit de API, de manera semanal
para conocer la relacién de amoniaco en el agua del reservorio del sistema de recirculacién

en el sistema de cubetas.

2.4 Ensayo experimental

Se utilizaron 24 camarones blancos de la especie Litopenaeus vannamei provenientes de la empresa
Aquapacifico, localizada en Mazatlan, Sinaloa. Se pesaron individualmente y se asignaron al azar 2
organismos por estanque. Dando un total de 6 camarones por tratamiento. Antes de ingresar cada
camaron a su tanque de manera aleatoria se pesaron en una bascula (Ohaus). Se alimentaron, al 6%
de su peso, tres veces al dia, de lunes a domingo, durante 33 dias. Los tratamientos con las distintas
concentraciones de nanoplasticos (0, 0.25, 0.5 y 1 mg/g de NanoPET) se distribuyeron
aleatoriamente quedando como se indica en la Figura 10. Los tanques 1, 4 y 7 fueron del tratamiento
de 1 mg/g de NanoPET. Los tanques 2,5 y 10 fueron del tratamiento de 0.5 mg/g de NanoPET. Los
tanques 6, 9y 11 fueron del tratamiento de 0.25 mg/g de NanoPET. Los tanques 3, 8 y 12 fueron del

tratamiento control con 0 mg/g de NanoPET.
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Figura 10. Distribucion aleatoria de tratamientos. Los tanques amarillos (1,4 y 7) representan el tratamiento
de 1 mg/g de NanoPET. Los tanques naranjas (2,5 y 10) son de 0.5 mg/g de NanoPET. Los tanques rosas (6,9 y
11) son de 0.25 mg/g de NanoPET. Los tanques azules (3,8 y 12) son de 0 mg/g de NanoPET.

2.5 Toma de muestras de los camarones blancos (L. vannamei)

El ensayo de alimentacion duré 33 dias y posteriormente se realizé el muestreo de los camarones y
con el fin de encontrar alimento en los intestinos, se suministré la dosis matutina de alimento previo

a su sacrificio.

Para la toma de muestras, los organismos se colectaron de dos en dos (por unidad experimental).
Se llevaron con vida al laboratorio en un recipiente con un gel refrigerante para inducir la
hipotermia. Esto se realizo siguiendo los protocolos establecidos en el Laboratorio de nutricion del
(110) basados en la Ley Federal de Salud Animal y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. A
uno de esos camarones se le extrajo la hemolinfa (Figura 11), con una jeringa con anticoagulante
(Alsever modificado). Este camardn se pesé en la balanza analitica y se le extrajo el hepatopancreas,
el cual también fue pesado. Después se colocaron en una solucién de formalina al 10% el musculo y

la cabeza.

El segundo camardn colectado y que se encontraba en el recipiente, una vez que ha pasado por el
choque térmico (hipotermia) se peso y el hepatopancreas se corté por la mitad. Una mitad se coloco
en un tubo Eppendorf con solucidn RNA/ater® para los analisis moleculares y la otra se coloco en un
tubo Eppendorf con PBS. El musculo y la cabeza del camardn se colocaron en un frasco que habia

sido previamente llenado con solucién de formalina al 10% que ya contenia al primer camaron.



20

Esto se realizd para los doce estanques. Los doce frascos con formalina fueron sellados y
refrigerados a 4°C para evitar la liberacion de vapores de formol y poder examinarse
posteriormente. Los doce tubos con la muestra en solucion de RNAlater® se colocaron en el
refrigerador a 4°C durante 24 h y posteriormente se colocaron a -80C° en espera de ser analizados.

Los tubos con muestra en PBS se guardaron a 4°C hasta su analisis.

Figura 11. Toma de muestra de hemolinfa

2.6 Anadlisis bioquimicos

2.6.1 Variables bioquimicas en hemolinfa

Con el fin de conocer los posibles efectos que los nanoplasticos pudieran causar en la hemolinfa de
los camarones blancos, la muestra de hemolinfa de cada uno de los camarones fue analizada
siguiendo los protocolos de Grupo Mexlab para evaluar proteina total, glucosa, triglicéridos y
colesterol. Las mediciones de hemolinfa fueron realizadas con el espectrofotémetro lector de placas

Thermo Scientific Multiskan GO.

2.6.1.1. Proteinas totales

La concentracion de proteina total se obtuvo siguiendo el protocolo de Valtek Proteina Total (Biuret)
de Grupo Mexlab. El principio de la reaccién de Biuret se basa en una técnica colorimétrica en la

gue una solucién alcalina de sulfato de cobre entra en contacto con los enlaces peptidicos formando
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un complejo de color azul-violeta que pudiera leerse a 540 nm de absorbancia en el

espectrofotdmetro.

2.6.1.2. Glucosa

La glucosa en la hemolinfa se determind por medio del protocolo de Valtek bajo el principio en el
que la glucosa reacciona con una mezcla de enzimas que contiene glucosa oxidasa (GOD) y
peroxidasa (POD). Primeramente, la enzima GOD oxida la glucosa en acido glucénico, liberando
perdxido de hidrégeno (H,0;). Mientras esta reaccidn sucede la enzima POD reacciona con el acido

p-hidroxibenzoico y 4-aminoantipirina. La absorbancia del compuesto resultante se lee a 505 nm.

2.6.1.3. Triglicéridos

La concentracion de triglicéridos en la hemolinfa fue determinada con ayuda del protocolo de
Valtek. El fundamento de esta reaccidn conste en la hidrdlisis de los triglicéridos por parte de una
lipasa especifica que libera acidos grasos y glicerol. El glicerol es fosforilado por la enzima
gliceroquinasa y posteriormente, el glicerol-1-fosfato oxida a dihidroxiacetona fosfato por la enzima
glicerol-fosfato oxidasa para generar peréxido de hidrégeno (H,0,). Finalmente, en una reaccién del
tipo Trinder, el H,0, reacciona con la 4-aminoantipirina y el acido 3,5-dicloro-2-hidroxi-

bencensulfénico, produciendo un compuesto que absorbe a 520 nm.

2.6.1.4. Colesterol

El protocolo de Valtek para la deteccion de colesterol en la hemolinfa de los organismos se llevd a
cabo gracias a la accién de la enzima colesterol ester hidrolasa. Esta libera el colesterol de los ésteres

de colesterol y una segunda enzima, colesterol oxidasa, oxida el colesterol libre produciendo
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perdxido de hidrégeno (H,03) reaccionando con la enzima peroxidasa. La solucién resultante se lee

a 505 nm.

2.6.2 Analisis bioquimico en hepatopancreas

Durante el muestreo de los 24 organismos se extrajeron 12 muestras de hepatopancreas, es decir
se extrajo el hepatopdncreas de uno de los camarones de cada estanque. Cada muestra fue pesada
y cortada por la mitad, cada mitad de muestra se colocd en un tubo eppendorf con 1 mL de buffer
de fosfato (PBS) y homogenizada. Las muestras fueron después centrifugadas a 10,000g durante 20
minutos a 4°C. Para preparar la medicion de las muestras se prepard una dilucién 1:10, agregando
100 pL de sobrenadante mas 900 pL de PBS y se mezcld con ayuda de un vortex. Esto se realizé para
cada una de las doce muestras. De cada solucion preparada se midieron, los iones de nitritos y las

especies reactivas de oxigeno en los hepatopdancreas.

2.6.2.1. Nitritos totales

El contenido de nitritos (NO3) en el tejido de los hepatopancreas se cuantificd con ayuda de la
prueba de Griess. El reactivo de Griess Sigma Aldrich (modificado) estd compuesto por diclorhidrato
de naftiléniamida y sulfanilamida. Los nitritos presentes en la muestra reaccionaron con la
sulfanilamida en medio acido, la sal de diazono que se formd reaccioné con el diclorhidrato de

naftiléniamida, dando como resultado la aparicion de un color rosa en la muestra.

Es asi que de cada muestra de la solucién de hepatopancreas descrita anteriormente se tomaron
100 pL mas 100 pL del reactivo de Griess, esta accidn se repitid tres veces para cada muestra. Se
dejé incubar durante quince minutos a temperatura ambiente y se leyd la absorbancia de la placa a

540 nm.
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2.6.2.2. Especies Reactivas de Oxigeno

La deteccién de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxygen
Species) se llevé a cabo siguiendo el protocolo de Invitrogen. Con el fin de detectar las posibles
especies reactivas de oxigeno presentes en el homogenizado del hepatopancreas, se procedid a
tomar 100 pL de cada una de las soluciones homogenizadas y centrifugadas y se les agregd 100 pL
de diacetato de 2’,7’-diclorohidrofluoresceina (HDCFDA), por triplicado para las 12 muestras. Se
incubé a 30°C durante 45 minutos, y se hizo una lectura de fluorescencia por medio de un

espectrofluorimetro Cary Eclipse (Agilent Technologies).

2.7 Extraccion ADN gendmico

2.7.1 Purificacion de ARN

Para la extraccion de ARN de la muestra de tejido de hepatopancreas se siguié el protocolo de
PureLink RNA Mini Kit de Life Technologies. Se tomé el apartado de purificaciéon del ARN de tejidos
animales. Para comenzar se preparé el buffer de lisis celular y se agregaron 600 L al tubo donde se
realizd la homogenizacién del tejido con un pistilo, después se enjuagd con 600 uL de etanol. Se
colocé el cartucho de centrifugacidn, en el que se vertié la muestra y se centrifugd a 12,000g durante

30 seg.

Se realizé un primer lavado de la muestra con el buffer (WBI) se centrifugd, se deseché el remanente
y se colocé en un nuevo tubo recolector. Se agregaron 80 uL de ADNasa, después de 15 min. de
reposo se volvié a lavar con el WBI y se centrifugd de nuevo. Se lavé la muestra con el buffer de
lavado 2 (WBII), donde también se deseché la muestra centrifugada y se colocé el cartucho de
centrifugacion en un nuevo tubo recolector. Se hizo un ultimo lavado con WBII y se centrifugaron
las muestras durante 1 min. a 12,000g. Por ultimo, la muestra se colocd en el termociclador a 65°C
durante 5 min para evaporar los restos de etanol que quedaran. Este procedimiento se realizé para
las 12 muestras de tejido que se analizaron. La concentracidén y pureza (con respecto al contenido
de proteinas y solventes) del ARN extraido de cada muestra, se evalué por medio de

espectrofotometria utilizando un espectrofotémetro NanoDrop Lite (Thermofisher®).
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2.7.2 Cuantificacion de la expresion genética

Con la intencidn de extraer ADN de las muestras y evaluar la expresidn genética en los
hepatopancreas de los genes SOD, CAT, GPx y GST. Se obtuvo cDNA de las muestras siguiendo el

protocolo High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit de Thermo Fisher.

El ARN total de las muestras (500 ng) se transcribié inversamente en una reaccion de 20 pL en un
termociclador de pozo Verity 96 (Applied Biosystems). Para obtener los 20 pL finales de volumen se
preparara con 10 pL de la muestra y los 10 pL de la mezcla maestra (Tabla 4). Los ciclos de
transcripcidn se llevan a cabo de acuerdo a la Tabla 5. Se realizaron reacciones de gRT-PCR con 1ng
de ADNcy se agregaron los oligonucledtidos Fwd y Rv sequence (Tabla 6) (200 nM cada uno) y SYBR®
Select Master Mix (Applied Biosystems). Las reacciones se realizaron en 10 pL, en MicroAmp" placas
de reaccidn dpticas rapidas de 96 pozos (Applied Biosystems) cubiertas con MicroAmp® pelicula

adhesiva dptica (Applied Biosystems).

Tabla 4. Mezcla maestra

Componente Volumen
10X RT Buffer 2.0 uL
Mezcla dNTP 25X (100 mM) 0,8 uL
10X RT Primeros aleatorios 2.0 uL
MultiScribe™ Transcripcion inversa 1.0 uL

Inhibidor de la RNasa —
H20 sin nucleasa 4.2 uL

Total por reaccion 10.0 puL

La cuantificacién relativa de genes se calculé mediante el método AACT (Livak y Schmittgen, 2001)
utilizando un umbral automatizado y una linea de base de marcha para determinar los valores de
TC. Las condiciones de PCR fueron: una etapa inicial de desnaturalizacién y activaciéon de la
polimerasa durante 10 min a 95°C; 40 ciclos de desnaturalizaciéon para 15 s a 95°C, recocido y
extension para 45 s a 60°C; y una curva de fusion final de 60 °C a 95 °C durante 20 minutos para
verificar si hay artefactos de dimero de imprimacidn. La optimizacién de las condiciones de qRT-PCR
se realizé en la temperatura de recocido de cebadores (60 °C), la concentracién de cebadores (200

nM) vy la concentracion de cadenas (cinco series de dilucién 1:10 de 10 ng a 100 fg de ARN de
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entrada). B-actina (actb) se utilizé como gen de referencia interno (GenBank acc. no AF300705). Los
numeros de acceso de GenBank para los genes estudiados son: AB108065 para SOD, AY518322 para
CAT, AY973252.2 para GPx, y XM_027351980 para GST.

Tabla 5. Ciclos en el termociclador.

Configuracién Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4
Temp. 25°C 37°C 85°C 4°C
Hora 10 minutos 120 minutos 5 minutos Reposo

Tabla 6. Se indican los pares de oligonuecldétidos utilizados para las secuencias de cebadores g-PCR, los
tamarios de los amplicones en pares de bases (bp), las eficiencias de reaccion (E) y los coeficientes de
determinacion de Pearson (R2).

Gen Tamano

(simbolo) Fwd secuencias (5" - 3°) Rv secuencia (5" - 3") (bp) E R2

CAT GCC CGT ACAAGG AACTACCA TGCCCTACCTTTATGAGTAGCC 231 0.90 0.99
SoD CCA GGG CTTCCATTAACAAC ATG TTG GGT CCA GAA GAT GG 154 091 1.00
GST TGC GAATAG CCAACACTCTG TGCTCT GCG TTATCT TCA CG 245 1.03 0.98
GPX TTTTTC CGT GCA AAAAGG AC  TAA TAC GCG ATG CCC CTA AC 239 0.94 1.00

2.8 Analisis estadistico

Los parametros biométricos, (peso y longitud) junto con las pruebas bioquimicas de la hemolinfa y
el hepatopancreas (n=6) fueron evaluados con una ANOVA de una via para determinar la presencia
de diferencias entre poblaciones, mientras que, para aquellos parametros que presentaron

diferencias significativas (p< 0.05) se aplicé una prueba a posteriori de Dunnet.

En el caso de los andlisis de expresidén genética también se evalué con una ANOVA de una via para
determinar la presencia de diferencias entre poblaciones y para aquellos pardmetros que
presentaron diferencias significativas (p<0.05) se aplicé una prueba a posteriori de Tukey. Todos los

datos fueron procesados con el software Graph Prism 8.0.2.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Sintesis de nanoparticulas de tereftalato de poliestireno

Estda documentado que durante la sintesis de NanoPET de acuerdo al protocolo de Rodriguez-Hernandez,
et al. (2019). El tamafio de particula que se obtuvo fue de entre 50 y 200 nm (Figura 12). Lo cual se pudo

corroborar tanto por dispersion dinamica de luz (DLS) como por microscopia de transmisidn electrdnica

(TEM).
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Figura 12. A) Didmetro determinado por dispersién dinamica de luz y B) Micrografia de TEM que muestra el tamaiio
de los agregados obtenidos durante la sintesis. Tomado de (Rodriguez-Herndndez et al., 2019).

También fue indispensable medir la fluorescencia de las nanoparticulas de PET al ser tefiidas con Rojo Nilo.
Pues era imperioso confirmar la presencia de las nanoparticulas pldsticas de PET en el alimento. Las
nanoparticulas de PET tefiidas con el Rojo Nilo presentaron un maximo de excitacion a 558 nm y una
emision maxima a 637 nm diluidas en agua destilada (Figura 13). Inicialmente se disolvi6 1 mg de
nanoparticulas de PET en 5 mL de agua destilada, obteniendo una concentracién de 0.2 mg/mLy con la

cual se realizaron diluciones hasta conocer el limite inferior de deteccién de la fluorescencia. Los
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resultados representados corresponden al valor de la media de tres ensayos independientes con su

respectiva desviacién estandar (Tabla 7).

Fluorescencia (u.a)

Tabla 7. Emisidn de fluorescencia de NanoPET disuelto en agua.

Excitacion/Emision (558/637 nm)

ug/mL media
200 94.29 *
100 63.59 +
50 40.18 *
25 24.50 *
125 15.03 *
6.25 7.48 *
3.125 3.84 +
1.52 2.34 *
0.78 1.21 +
0.391 0.73 *

DS
1.3
1.7
1.5
0.3
0.3
0.3
0.3
0.2
0.3
0.3

PET en agua destilada

120

100

y =0.481x+6.0992

R?=0.956 ..

0 50 100

Concentracion (pg/ml)

Figura 13. Fluorescencia detectada en nanoparticulas plasticas de PET disueltas en agua destilada.
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Con el fin de obtener una mayor extraccion de Rojo Nilo, se repitié el protocolo de disolucion utilizando

etanol (70%) como solvente.

3.2 Preparacion de dieta con nanoplasticos para camaroén

Se prepararon 4 alimentos para los camarones blancos, cada uno con una concentracién distinta de
NanoPET: 0 mg/g, 0.25 mg/g, 0.5 mg/g y 1mg/g. Con el fin de conocer la intensidad de fluorescencia que
se podia observar en el alimento fue necesario realizar mediciones con la dieta control y la dieta de 1 mg/g,

aparte de que se hicieron mediciones en dos rangos de emisién y excitacién: 515/585 nm y 558/636 nm

La razon por la que se manejaron dos rangos de emision/excitacidn es porque el primero: 636/585 nm,
muestra el rango en el que las nanoparticulas de PET tefiidas con Rojo Nilo son detectadas por el
espectrofotometro de fluorescencia (Agilent Technologies). El segundo rango: 558/636 nm, es en el cual
el alimento que contiene nanoparticulas plasticas de PET mostré su mayor indice de actividad

fluorescente.

La Figura 14 refleja como el etanol (70%) es capaz de extraer el Rojo Nilo de los nanoparticulas permitiendo
que su actividad fluorescente sea detectada por el espectrofluorimetro. Los valores de flluorescencia en
la Tabla 8 para el rango 558/636 nm permitié estimar la fluorescencia en el alimento con NanoPET en

comparacién con el alimento control

Primero, para conocer el valor real de fluorescencia en el alimento se midié 1 g de alimento con 0 mg/g
de NanoPET como control, disolviéndose este en 5 mL de agua destilada obteniendo una concentracion
final de 200 pg/mL de alimento. Esta dilucidn se continud en una proporcién 1:2 en agua destilada hasta
obtener el limite inferior de deteccién de fluorescencia. Se realizé el mismo procedimiento con etanol al

70%.
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Tabla 8.Emision de fluorescencia de NanoPET disuelto en etanol (70%).

515/585 nm 558/636 nm
ug/mL media DS media DS
200 31.80 + 0.6 464.17 t 2.3
100 20.12 + 0.3 305.83 * 0.7
50 13.03 + 0.2 195.49 * 1.8
15 0.76 + 0.1 10.75 + 0.7
0.05 0.05 + 0.1 0.61 * 0.1

PET en etanol (70%)

600

500 y=2.3223x+32.09
R?=0.9577

400

300
—8—515/585

Fluorescencia (u.a)

558/636

200

100 y=0.1584x+2.0116

R® =0.9662

0 50 100 150 200 250
Concentracién (pg/ml)

Figura 14. Fluorescencia detectada en nanoparticulas pldsticas de PET disueltas en etanol.

3.2.1 Alimento con concentraciéon 0 mg/g de NanoPET

La Figura 15y 16 muestran la tendencia de la actividad fluorescente del alimento con 0 mg/g de NanoPET.
El propésito de disolver el alimento era el de encontrar el solvente que funcionara mejor para la extraccion
de Rojo Nilo de las nanoparticulas de PET. La Tabla 9 engloba los valores obtenidos en el rango 515/585
nm y es el etanol (70%) el que muestra el mayor valor de fluorescencia, sin embargo. ese alimento no

contenia NanoPET, lo que sugiere que el solvente extrae algiin componente que es capaz de emitir una
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respuesta en el mismo rango en el que emite el NanoPET. Lo que complementa que en la Tabla 10 el valor
obtenido para el etanol fuera bajo en fluorescencia. El etanol (70%) muestra una diferencia
significativamente mayor en la concentracién de 200, 100 y 50 ug/mL, mostrando que funciona mejor que

el agua para la extraccién del Rojo Nilo.

Tabla 9. Evaluacion de fluorescencia del alimento Omg/g de NanoPET, con excitacion a 515 nm y emision a 585 nm.

Agua destilada Etanol (70%)
ug/mL media DS media DS
200.00 20.05 + 0.1 28.20 + 2.1
100.00 13.82 + 0.5 18.16 + 0.3
50.00 9.16 + 0.1 12.11 + 0.4
25.00 5.80 + 0.1 6.47 + 0.2
12.50 3.49 + 0.0 3.25 + 0.2

6.25 2.19 + 0.1 1.40 + 0.1
3.12 1.04 + 0.1 0.55 + 0.1
1.52 0.63 + 0.0 0.47 + 0.1
0.78 0.35 + 0.0 0.29 + 0.0
0.39 0.14 + 0.1 0.19 + 0.1

Alimento 0 mg/g NanoPET (515/585)
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Figura 15. Valores de fluorescencia de la dilucion de alimento de 0 mg/g de NanoPET en agua destilada y etanol (70%)
medida en el rango de 515/585 nm. Cada solvente presenta su propia ecuacion de la recta.
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El alimento con 1 mg/g de concentracion de NanoPET se tomd como limite maximo de espectro de
fluorescencia de los 4 alimentos preparados. Partiendo de la Tabla 3 que sefiala que el alimento de
concentracidon 1mg/g contiene 1 mg de NanoPET por cada gramo de dieta. Se tomé 1 g de alimento y se
disolvié en 5 mL de agua destilada obteniendo una concentracién final de 200 pg/mL. Esta dilucién se
continud en una proporcién 1:2 en agua destilada hasta obtener el limite inferior de deteccidn de

fluorescencia. Se realizé el mismo procedimiento con etanol al 70% (Tabla 10).

Tabla 10. Evaluacion de fluorescencia del alimento alimento Omg/g de NanoPET, con excitacién a 558 nm y emisidn
a 636 nm.

Agua destilada Etanol (70%)
ug/mL media DS media DS
200.00 9.26 + 0.2 13.65 + 0.4
100.00 6.97 + 0.4 8.45 + 0.2
50.00 4.48 + 0.2 5.58 + 0.3
25.00 2.71 + 0.1 2.98 + 0.3
12.50 1.47 + 0.3 1.70 + 0.4

6.25 1.19 + 0.2 0.79 + 0.2
3.12 0.51 + 0.3 0.53 + 0.1
1.52 0.26 + 0.2 0.26 + 0.2
0.78 0.44 + 0.1 0.22 + 0.2
0.39 0.07 + 0.1 0.30 + 0.1

Alimento 0 mg/g NanoPET (558/636)
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Figura 16. Valores de fluorescencia de la dilucion de alimento de 0 mg/g de NanoPET en agua destilada y etanol
medida en el rango de 558/636 nm. Cada solvente presenta su propia ecuacion de la recta.



3.2.2. Alimento con concentracion 1 mg/g de NanoPET

La Figura 17 muestra la respuesta de la actividad fluorescente del alimento con 1 mg/g de NanoPET en el
rango 515/585 nm y la extraccion con etanol (70%) es significativamente mayor en comparacién con el
agua en las diluciones de 200, 100, 50, 25, 12.5 y 6.25 pg/mL. En la Tabla 11 muestra valores

significativamente mayores de fluorescencia extraidos con etanol (70%), haciendo alusién a la presencia

de un elemento con fluorescencia, ademas de las nanoparticulas de PET en el alimento.

Tabla 11. Evaluacién de fluorescencia del alimento con 1 mg/g de NanoPET con excitacidn a 515 nm y emision a 585

nm.

Agua destilada

Etanol (70%)

ug/mL media DS media DS
200.00 23.69 + 0.1 26.15 + 0.5
100.00 15.62 + 0.1 18.77 + 0.6
50.00 9.49 + 0.1 12.41 + 0.2
25.00 5.55 + 0.3 7.53 + 0.3
12.50 2.82 + 0.3 4.03 + 0.1
6.25 1.65 + 0.0 2.33 + 0.1
3.12 0.87 + 0.1 1.19 + 0.2
1.52 0.45 + 0.2 0.52 + 0.1
0.78 0.19 + 0.1 0.28 + 0.1
0.39 0.19 + 0.1 0.19 + 0.1

Alimento 1 mg/g NanoPET (515/585)
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Figura 17. Valores de fluorescencia de la dilucion de alimento de 1 mg/g de NanoPET en agua destilada y etanol
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La Figura 18 analiza la diferencia significativa (p<0.05) que el etanol tiene al extraer mejor el Rojo Nilo del
alimento, sin embargo, no fue posible determinar actividad fluorescente similar a la detectada en la Tabla
8. Se observo que una vez que las nanoparticulas de PET se integraron en el alimento no mostraron

fluorescencia tan alta como cuando se analizaron las nanoparticulas de PET sin alimento.

Tabla 12. Evaluacion de fluorescencia del alimento con 1 mg/g NanoPET, con excitacién a 558 nm y emision a 636

nm.

Agua destilada Etanol (70%)
pug/mL media DS media DS
200.00 10.78 + 0.6 13.66 + 0.1
100.00 6.89 + 0.3 9.33 + 0.2
50.00 4.49 + 0.2 6.08 + 0.3
25.00 2.72 + 0.3 3.58 + 0.3
12.50 1.46 + 0.2 2.17 + 0.1

6.25 0.99 + 0.2 1.27 + 0.2
3.12 0.46 + 0.1 0.65 + 0.1
1.52 0.17 + 0.2 0.42 + 0.3
0.78 0.27 + 0.1 0.22 + 0.3
0.39 -0.13 + 0.1 0.12 + 0.2

Alimento 1 mg/g NanoPET (558/636)
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Figura 18. Valores de fluorescencia de la dilucién de alimento de 1 mg/g de NanoPET en agua destilada y etanol
medida en el rango de 558/636 nm. Cada solvente presenta su propia ecuacion de la recta.
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3.3 Ensayo preliminar

Con el fin de establecer las condiciones experimentales del bioensayo y poder delimitar las condiciones
apropiadas se realizé un ensayo preliminar. El ensayé comenzd con la preparacion de dieta para camardn
blanco (Litopenaeus vannamei) con nanopladsticos de PET en solucidn. Durante dos semanas se
alimentaron camarones para poder extraerles el hepatopdancreas, intestinos y heces con el fin de detectar
la presencia de nanoparticulas de PET tefiidas con Rojo Nilo. Se buscd fluorescencia en las muestras de los
organismos, sin embargo, no fue posible determinar las diferencias entre los organismos expuestos a

NanoPET con Rojo Nilo y los que no fueron expuestos.

3.4 Calidad de agua

Durante el desarrollo del bioensayo fue necesario cuidar de los pardmetros fisicoquimicos que permiten
que las condiciones marinas sean las adecuadas para el desarrollo de los organismos (L. vannamei).
Durante los 33 dias del experimento se cuidaron los siguientes pardametros medibles del agua del sistema

de recirculacion de cubetas y la frecuencia con la que se midieron:

e Temperatura (diario)

e Nitritos del agua (semanalmente)

e Salinidad (semanalmente)

e pH (semanalmente)

e Oxigeno disuelto (semanalmente)

La temperatura del agua se midiod diario entre las 9 y 10 am, en cada una de las 12 cubetas y en el tanque
del reservorio con ayuda del oximetro (YSI Pro 2030). Con este mismo dispositivo se midié la salinidad y el

oxigeno disuelto en el agua de manera semanal.
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Para medir el pH de los tanques y el reservorio, se recolectaba una muestra de agua, de manera semanal
y se analizaba con ayuda del potencidmetro (Thermo Scientific Orion 4 Star) en el laboratorio de nutricién

del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110).

Las pruebas de nitritos (NHs/NHs*) se realizaron con ayuda del kit de API, de manera semanal para conocer

la relaciéon de amoniaco en el agua del reservorio del sistema de recirculacion en el sistema de cubetas.

En la Tabla 13 se resumen los valores de los pardmetros que se mantuvieron en los cultivos con las
condiciones que permitieran un buen desarrollo de los camarones. De acuerdo con Brock y Main, (1994)
los valores dptimos de supervivencia del camardn blanco son: oxigeno disuelto de 4 a 10 mg/L, pH de 8.1

a 9, temperatura de 23 a 30°C y salinidad de 15 a 35 ppt.

Tabla 13. Parametros de calidad de agua del bioensayo.

NanoPET (mg/g) 0 0.25 0.5 1
Temperatura (°C) 27.63 +0.8 27.63 +0.8 27.63 +0.8 27.63  +0.80
Nitritos (mg/L) 00.25 - 0.25 - 0.25 - 0.25 -
Salinidad (ppt) 34.10 +0.3 34.50 +0.6 34.90 0 35.60 +0.01
pH 07.80 0.2 8.00 0.2 8.00 +0.2 8.10 +0.20
Oxigeno disuelto  05.20 5.40 5.50 5.00

3.5 Ensayo experimental

Conocer las medidas de los organismos es vital pues son un indicador de los cambios que hayan mostrado
los organismos a lo largo del bioensayo. Al inicio del ensayo se pesé cada uno de los 24 camarones de
manera individual y también se midio su longitud tomando como inicio de la medicidn el rostro y el punto
final de medicidn la punta del urépodo. Los datos de medicidn que se obtuvieron al inicio del experimento
se muestran en la Figura 19 y Figura 20 y no muestran diferencias significativas (p<0.05), se deduce que
los 24 organismos se encontraban en condiciones similares de peso y longitud antes de comenzar el
ensayo. Se realizé un analisis estadistico de ANOVA a los datos de peso inicial y también a los de longitud

inicial. Ninguno de los dos analisis mostrd una significancia estadistica (p>0.05).
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Figura 19. Los resultados representan el promedio del peso inicial de los organismos de cada tratamiento de
NanoPET. Se realizd un analisis estadistico de ANOVA de una via, donde ningun tratamiento mostré una significancia
estadistica (p>0.05).
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Figura 20. Los resultados representan el promedio del longitud inicial de los organismos de cada tratamiento de
NanoPET. Se realizd un analisis estadistico de ANOVA de una via, donde ningun tratamiento mostrd una significancia
estadistica (p>0.05).
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3.6 Toma de muestras de los camarones blancos (L. vannamei)

En la Tabla 14 se observa la compilacién de los datos después de 33 dias de experimentacién. La tasa de
supervivencia para el tratamiento control, 0.25 y 0.5 mg/g de NanoPET fue de 100%, sin embargo, la tasa
de mortalidad para el tratamiento de la dieta de 1 mg/g de NanoPET fue de 83.33%. Durante el muestreo
se registraron los pesos y longitudes finales de los organismos y poder asi calcular la tasa de aumento de
peso y la tasa de crecimiento. La tasa de aumento de peso y de crecimiento representan el porcentaje del
peso y longitud ganado, respectivamente, después de que los camarones blancos del Pacifico (L.
vannamei) fueron expuestos a diferentes concentraciones de NanoPET (0, 0.25, 0.5, 1 mg/g) durante las 4

semanas del bioensayo.

Tabla 14. Tasas de aumento de peso y longitud de los camarones al finalizar el bioensayo.

NanoPET (mg/g) 0 0.25 0.5 1

Peso final (g) 5.60 +0.18 5.50 +0.49 6.08 +1.13 5.57 +0.68
Tasa de aumento de peso (%) 4,11 1041 2248 +7.64 2248  £5.28 10.05 +21.70
t;':f;t“d media final del cuerpo 9.77 $038 9.83 £033 978 070 973  $0.53
Tasa de crecimiento (%) 2.63 *2.78 9.46 +4.85 4.08 +1.34 5.23 19.24
Porcentaje de supervivencia (%) 100 - 100 - 100 - 83.33 -

La Figura 21 representa el aumento de peso ocurrido en los camarones (L. vannamei). El porcentaje de
aumento de peso se obtuvo como la diferencia del peso final menos el peso inicial, o sea el peso ganado
y se dividio entre el peso inicial. Se aplicd una ANOVA de una via a la tasa de aumento de peso, sin embargo,
no existieron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05). El porcentaje de supervivencia se calculd

con la ecuacion (1):

%=[100*

namero final de organismos ] (1)
namero inicial de organismos
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Figura 21. Los resultados representan el promedio del porcentaje del aumento de peso de los organismos de cada
tratamiento de NanoPET. Se realizd un analisis estadistico de ANOVA de una via, donde ningun tratamiento mostré
una significancia estadistica (p>0.05).

La Figura 22 representa el aumento en el largo de los camarones (L. vannamei) ocurrido en los organismos.
El porcentaje de aumento de longitud se obtuvo como la diferencia de la longitud final menos la inicial
dividida entre el peso inicial, tomando como inicio la longitud inicial de los organismos al momento de
iniciar el bioensayo e incluso antes de ser alimentados por primera vez con los alimentos con NanoPET. Se
aplicd una ANOVA de una via con los valores de la tasa de aumento de longitud, donde se encontraron los
valores mayores en la concentracion de 1 mg/g de NanoPET (p<0.001) y que fueron seguidos de lo
encontrado con 0.25 mg/g de NanoPET (p<0.05), mientras que para las concentraciones de 0.5 mg/g de

NanoPET y el tratamiento control no se encontraron diferencias significativas (p>0.05).

Debido a que existen poca diferencia en los valores de la tasa de crecimiento evaluada en los camarones
alimentados con las distintas dosis de NanoPET, es notable encontrar que cuando los organismos se
alimentaron con la dieta 0.25 mg/gy 1 mg/g de NanoPET presentaron mejores crecimientos. Es importante
tomar con cautela la interpretacion de la concentracion de las nanoparticulas respecto a la ganancia en

peso del camardn que fueron obtenidos.
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Figura 22. Los resultados representan el promedio del porcentaje de ganancia de longitud de los organismos de cada
tratamiento de NanoPET. Se realizé un andlisis estadistico de ANOVA de una via, donde la significancia estadistica
representa *(p<0.05) y *** (p<0.001).

3.7 Variables quimicas en hemolinfa

Fue importante considerar para el estudio de los camarones blancos obtener el perfil de hemolinfa de los
organismos con el fin de evaluar variaciones que pudieran reflejarse en la hemolinfa. Las variables
guimicas que fueron evaluadas en la hemolinfa de los camarones blancos fueron: proteina total, glucosa,
triglicéridos y colesterol. Los 4 pardmetros fueron evaluados comparando el grupo control con los grupos

expuestos a NanoPET.

La Figura 23 A) muestra la tendencia de los datos de la concentracidn de proteina total. Se aplicé una
ANOVA de una via con los valores de la concentracion de proteina total, donde se encontraron los valores
mayores con las concentracién de 0.5 mg/g de NanoPET (p<0.01), mientras que para las concentraciones
de 0.25, 0.5 mg/g de NanoPET y el tratamiento control no se encontraron diferencias significativas

(p>0.05).
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La Figura 23 B) describe la cuantificacion de glucosa por tratamiento de NanoPET. Esta evaluacion se llevé
a cabo aplicando una ANOVA de una via, donde los valores de 0.25, 0.5 y 1 mg/g de NanoPET muestran

una tendencia de aumento significativo (p<0.05) con respecto al tratamiento control.

Proteina total (mg/mL) Glucosa (mg/mL)
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Figura 23. Cuantifiacién de la concentracion de proteina total (A) y glucosa (B) en la hemolinfa de camarones blancos
expuestos a 4 diferentes conentraciones de NanoPET. Los resultados representan el promedio + desviacidn estandar.
Se realizd un andlisis estadistico de ANOVA de una via, donde la significancia estadistica representa *(p>0.05) y **
(p<0.01).

La cuantificacidn de la concentracién de colesterol en la hemolinfa de los organismos, descrita en la Figura
24 A) se analizé aplicando una ANOVA de una via donde los valores 0.25, 0.5 y 1 mg/g de NanoPET no

mostraron valores mayores significativos (p>0.05) con respecto al tratamiento control.
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Figura 24 Cuantifiacion de la concentracidn de colesterol (A) y triglicéridos (B) en la hemolinfa de camarones blancos
expuestos a 4 diferentes conentraciones de NanoPET. Los resultados representan el promedio * desviacion estandar.
Se realizé un analisis estadistico de ANOVA de una via, donde ninglin tratamiento mostré una significancia estadistica
(p>0.05).
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3.8 Concentracion de nitritos en hepatopancreas

Los nitritos son un indicador de estrés oxidativo. Los radicales libres derivados del oxigeno (ROS) y del
nitrégeno (RNS) son moléculas muy reactivas que pueden reaccionar con las macromoléculas de la célula
y provocarle un dafio irreversible. Durante el proceso inflamatorio, ocurre un aumento de la produccién
de 6xido nitrico (NO). El NO producido en exceso reacciona con el anidn superdxido, dando lugar a la
formacién de peroxinitrito (ONOO-), especie altamente reactiva capaz de nitrar residuos de tirosina, oxidar
lipidos y enzimas criticas del metabolismo intermediario, y romper cadenas de ADN. El ONOO- en su forma
anidnica es capaz de protonarse a pH fisioldgico para dar acido peroxinitroso (ONOOH) que rinde OH y

nitritos.

La Figura 25 es el resumen de la concentracidn de nitritos por gramo de hepatopancreas de los camarones
blancos que fueron expuestos a los 4 tratamientos de NanoPET. Se observa que practicamente se
mantienen similares los valores de 0.25 y 0.5 mg/g respecto al tratamiento control, mientras que la
concentracidon de 1 mg/g de NanoPET muestra un ligero aumento, pero no fue significativamente diferente

(p>0.05).
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Figura 25 Cuantifiacién de la concentracidon de nitritos totales, se reportan en umol/gramo de hepaotopancreas, en
el hepatopancreas de camarones blancos expuestos a 4 diferentes conentraciones de NanoPET. Los resultados
representan el promedio * desviacion estandar. Se realizé un analisis estadistico de ANOVA de una via, donde ningun
tratamiento mostrd una significancia estadistica (p>0.05).
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3.9 Especies Reactivas de Oxigeno en el hepatopancreas

En la Figura 26 se muestra el promedio de las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) en el hepatopancreas
de los camarones blancos por concentracidn de NanoPET, después de estar expuestos a nanopldsticos de
PET durante 33 dias. El analisis se realizé de forma indirecta a través de la cuantificacion de la fluorescencia
del reactivo H,DCFDA el cual es reducido por las ROS generadas en el citoplasma de la célula. Se tomd
como referencia al grupo control, al cual no se le agregaron nanoplasticos a su dieta, y ninguno de los
tratamientos mostré diferencia significativa con respecto al tratamiento control (p>0,05), sin embargo, el
ligero incremento en los valores de 0.25, 0.5 y 1 mg/g de NanoPET mostraron un leve incremento con

respecto al tratamiento control, lo que puede representarse debido a una inflamacidn en las células del

hepatopancreas.
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Figura 26. Cuantifiacion de la concentracion de ROS con respecto a la proteina total en el hepatopancreas de
camarones blancos expuestos a 4 diferentes conentraciones de NanoPET. Los resultados representan el promedio
desviacion estandar. Se realizd un analisis estadistico de ANOVA de una via, donde ningln tratamiento mostré una
significancia estadistica (p>0.05).

3.10 Extraccion deADN gendmico

La Figura 27 cuantifica el promedio, por tratamiento, del RIN (RNA Integrity Number) mejor conocido como
la calidad del ARN extraido. El RIN obtenido muestra una adecuada calidad de ARN ya que se muestra

entre 1.85y 2.14.
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Figura 27. Cuantifiacion de la calidad del RIN en el hepatopancreas de camarones blancos expuestos a 4 diferentes
conentraciones de NanoPET. Los resultados representan el promedio + desviacidén estandar. Se realizé un analisis
estadistico de ANOVA de una via, donde ningln tratamiento mostré una significancia estadistica (p>0.05).

En la Figura 28 se muestra la expresidon genética relativa del hepatopdncreas de los camarones blancos
que fueron alimentados con 4 concentraciones diferentes de NanoPET (0, 0.25, 0.5, 1 mg/g). Se evaluaron
cuatro genes del estrés oxidativo: superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx)

y glutation-s-transferasa (GST).

La Figura 28 A) muestra la tendencia de los datos de la concentracidn de proteina total. Se aplicé una
ANOVA de una via con los valores de la expresién genética relativa de SOD, donde se encontraron los
valores mayores con la concentracion de 1 mg/g de NanoPET (p<0.05), mientras que para las
concentracion de 0.25 mg/g de NanoPET fue significativamente menor. En la Figura 28 B) la tendencia en
la expresion genética de CAT se obtuvo aplicando una ANOVA de una via y mientras que el valor mas bajo
fue con la concentracion de 0.25 mg/g de NanoPET, los valores mayores se encontraron en las
concentraciones 0.5 y 1 mg/g de NanoPET. En los resultados de expresidén genética de GPX (Figura 28 C)),
en el tratamiento con 0.5 mg/g de NanoPET se encontraron los valores mayores (p<0.05) y los menores
para las concentraciones de 0 y 0.25 mg/g de NanoPET. La expresidn genética de GST (Figura 28 D)) no

mostré un aumento significativo para ninguno de los tratamientos de NanoPET (p>0.05).
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Figura 28. Efectos de nanopldsticos de PET en la expresién genética de estrés oxidativo en camardn blanco del
Pacifico. A) Expresion genética de superdxido dismutasa (SOD). B) Expresion genética de catalasa (CAT). C) Expresion
genética de glutation peroxidasa (GPx). D) Expresidon genética de glutation-s-transferasa (GST). Los resultados
representan el promedio t error estandar, n=6. Diferentes letras encima de las barras representan diferencia
significativa.
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Capitulo 4. Discusion

Se realizé un ensayo preliminar en el que se intentd detectar la presencia del NanoPET por medio de
fluorescencia, aprovechando las propiedades del Rojo Nilo con el que se tifié el material. Una vez que se
integraron las nanoparticulas de al alimento de los camarones se realizaron varias diluciones en etanol
(70%) y agua destilada para conocer el espectro de emision del alimento y poder confirmar su presencia
en el alimento y en dado caso poder rastrearlo. Sin embargo, las mediciones no fueron concluyentes
debido al enmascaramiento de las particulas de NanoPET por parte de la fluorescencia emitida por el
alimento preparado en pellets. De los resultados de fluorescencia obtenidos del alimento para el
tratamiento control y del alimento enriquecido con nanoparticulas plasticas de PET, se puede concluir que,
dentro de los componentes del alimento, existe algin compuesto que presentd una fluorescencia cercana

a las longitudes de excitacién y emision del Rojo Nilo, dificultando su identificacidn.

Cuando el alimento con concentracion 1mg/g de NanoPET fue evaluado por fluorescencia esté emitié una
sefial en un rango de 558/636 nm de apenas 3 unidades de diferencia con el alimento control, sin NanoPET,
es decir de concentracién Omg/g. Confirmando asi que no era un resultado concluyente para poder brindar

conclusiones sobre el rastro de los nanoplasticos pero si su presencia en el alimento.

Durante el cultivo de los organismos se asegurd de cuidar los parametros fisioldgicos de los mismos con el
fin de procurar una calidad de vida saludable para los organismos y también se intenté mitigar el estrés
ambiental para poder detectar el efecto de los nanoplasticos desde el punto de vista nutricional y
metabdlico. Se monitoreo la temperatura, el pH, la salinidad y la concentracién de nitritos en el agua.
Coates et al. reportaron en el 2020 la importancia de la evaluacidn de distintos factores ambientales y
bioquimicos que estresan a distintos crustaceos. Explica que debido a que los crustdceos son especies
ectotérmicas las variaciones en la temperatura afectan directamente sus procesos fisioldgicos. También
menciona la importancia de mantener los niveles de amoniaco estables para que el fitoplancton logre

absorberlo y proporcionar suficiente oxigeno para el cultivo de camarones (Coates y Soderhall, 2020).

En el tratamiento de la dieta de 1 mg/g de NanoPET sobrevivieron 5 de los 6 camarones a la exposicion de
nanoplasticos, lo que significa que hubo un porcentaje de supervivencia del 83.33%. Como menciona Li,
et al. (2020) las concentraciones mas altas de nanoplasticos, (se observaba una menor tasa de

superviviencia.
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Para evaluar el desarrollo de los organismos se compard la tasa de aumento de peso y longitud ganado
por los organismos durante 33 dias. A lo largo de esas semanas, los camarones fueron alimentados con 4
concentraciones diferentes de NanoPET (0, 0.25, 0.5 y 1 mg/g). La ganancia de peso en los organismos no
mostré cambios o efectos derivados de los nanopldsticos, mientras que en la ganancia de longitud las
concentraciones de 0.25 y 1 mg/g se observé un aumento significativo con respecto al control reflejando
gue esos organismos asimilaron mejor esos alimentos permitiendo un aumento de talla. La ganancia en
las proporciones del tamafio de los organismos que fueron alimentados con el tratamiento con
concentracidon de 1 mg/g de NanoPET se basa en el principio del efecto hormético, el cual explica que el

organismo logra adaptarse al medio aun estando expuesto a un estresor (Li et al., 2020).

De acuerdo con las observaciones de Sun et al. (2012) el efecto originado por la estimulacién por
microplasticos se veian relacionadas con respuestas adaptativas y agentes que permiten que los

organismos presenten una mayor fuerza y resistencia bioldgica.

Para analizar el efecto de los organismos a la exposicion de NanoPET se evalud el perfil hematoldgico de
los camarones, es decir, se evaluaron los pardmetros hematoldgicos y bioquimicos para conocer las

condiciones de salud de los organismos.

El perfil hematoldgico engloba el analisis de la concentracién glucosa, proteina total, colesterol y
triglicéridos de los camarones. El efecto desatado por las nanoparticulas de PET se vio reflejado en los altos
niveles de glucosa de las tres concentraciones (0.25, 0.5 y 1 mg/g NanoPET), indicando que los niveles de
glucdgeno disminuyen, obligando al organismo a utilizar sus reservas energéticas para poder combatir el
agente estresor y al mismo tiempo responder ante los estimulos de su sistema inmune (Coates y S6derhall,
2020). En los resultados de Coates y Soderhall (2020) se reportd que los aumentos de glucosa eran
consistentes como una respuesta del organismo frente a un estresor. Esto fue probado en crusticeos

como camarones, cigalas y bivalvos que fueron expuestos a microplasticos de diferentes tamafios.

Aunque no se midieron los niveles de glucdégeno esta reportado que los niveles de glucégeno son
inversamente proporcionales a los de la glucosa. La concentracién de la glucosa en la hemolinfa se puede
tomar como un biomarcador de estrés agudo mientras que los niveles de proteina en la hemolinfa son un

indicador de estrés cronico del organismo (Bonvillain et al., 2012).

EL aumento significativo de proteina en la hemolinfa en los organismos alimentados con la concentracion

0.5 mg/g de NanoPET reflejan inmunocompetencia para el combate de agentes estresores, sin embargo,
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también fueron los organismos de este tratamiento los cuales no presentaron un crecimiento significativo
con respecto al control. Lo anterior, sugiere que los organismos gastaban energia intentando contender
contra los nanoplasticos (proceso de desintoxicacién). Coates y Soderhall (2020) reportaron que no solo
los crustaceos, pero que todos los animales marinos expuestos a microplasticos consumen mucha energia
intentando desintoxicarse y tratando de metabolizarlos, aparte de que al mismo tiempos bajan sus

defensas y se vuelven vulnerables.

Para complementar, también se midieron los niveles de colesterol y triglicéridos, y es que el colesterol es
un esterol importante en los animales pues ademas de servir como precursor de componentes fisioldgicos
(Shan et al., 2019) también proveé y almacena energia junto con los triglicéridos (Wang et al., 2019). Al
momento del analisis se mostré que los niveles de colesterol y de triglicéridos se mantuvieron estables en
los cuatro grupos de NanoPET. Vale la pena mencionar que los camarones no tienen la capacidad de
sintetizar colesterol de novo, por lo que este es acumulado eficientemente (Kanazawa, 2001). Por lo tanto,
el proceso de aprovechamiento de reservas de energia lipidicas no se vio afectado por la exposicion a

particulas nanoplasticas.

La evaluacién de los indicadores metabdlicos en los camarones se llevé a cabo comparando el valor del
grupo control con el de cada uno de los grupos expuestos a las nanoparticulas plasticas de PET y como
sefiala (Mercier, 2006 y 2009) los niveles de glucosa, proteina total, triglicéridos y colesterol varian
dependiendo las condiciones en la que se estén cultivando los camarones y también varian por las
concentraciones nutrimentales de sus dietas. El principio de diversidad de andlisis explicado Mercier et al.
(2009) es aplicable en este ensayo ya que considerando las particularidades en el cultivo de los organismos
alimentados con dietas preparados con NanoPET (0.25, 0.5 y 1 mg/g) , es solo posible comparar el grupo

control con las diferentes concentraciones de NanoPET.

También se realizaron pruebas en la glandula digestiva (hepatopancreas) de los camarones para analizar
las respuestas celulares ante la ingesta de NanoPET. Se analizd la concentracién de NO, y ROS en el tejido.
El andlisis de NO, es un biomarcador que indica una activacidn del sistema inmunoldgico ya que al
reconocer agentes patdgenos, se estimula una respuesta humoral por parte del organismo (Rodriguez-
Ramos et al., 2016) ante el ligero aumento de NO,. Aun asi se puede especular que la generacion de éxido
nitrico como respuesta del sistema inmune contribuyd a la inflamacion celular del hepatopancreas (Pereira

et al., 2016).
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Recientemente Li et al. (2021) encontraron que la exposicion de la especie Daphnia pulex con
nanoplasticos mostré un desequilibrio significativo entre el sistema antioxidante y la produccion de
Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), pues revela la toxicidad por parte de las nanoparticulas plasticas. El
analisis en las muestras de ROS de los camarones blancos (L. vannamei) no mostré un aumento
significativo en ninguna de las concentraciones de NanoPET. Aunque se notd un ligero aumento en los ROS
conforme aumentaba la concentracién de NanoPET, podria ser que esto haya ocasionado la activacion de
la expresidon de genes relativos al sistema antioxidante y por ende los haya neutralizado. El sistema

antioxidante funciona como biomarcador de los efectos ocasionados por nanoplasticos.

Las enzimas super oxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPX) y glutation-s-
transferasa (GST) son las principales enzimas antioxidantes empleadas por los organismos marinos para
reducir los efectos negativos derivados de la excesiva produccion de ROS (Li et al., 2020). Los organismos
usaron estrategias de defensa antioxidante y debido a la expresién genética de SOD, CAT y GPx, lograron

mitigar la presencia de ROS en las células del hepatopdancreas.

En esta tesis la expresidn del gen SOD en la concentracidn 1 mg/g fue significativamente mayor que la de
0.25 mg/g de NanoPET. La SOD protege a la célula de reacciones toxicas derivadas de ROS, si se tiene una
expresion constante de este gen, el crecimiento y la reproduccién se pueden ver afectados. Los organismos
asimilaron el alimento con 1 mg/g de NanoPET y también presentd la mayor sintesis de SOD, reflejando
un constante trabajo de neutralizacién de radicales libres derivados de oxigeno en H,0,. En esta misma
concentracién también fue significativa la expresion del gen CAT, confirmando la sintesis de la enzima

catalasa necesaria para descomponer el H,0, y prevenir un dafio celular.

Los organismos alimentados con la dieta del tratamiento 0.25 mg/g de NanoPET mostré una significativa
asimilacién del alimento reflejada en el aumento de longitud de los organismos y presentd la menor
expresion genética de SOD y CAT de los tres tratamientos con nanoplasticos, asi como un bajo nivel de

ROS en el hepatopancreas.

Para la concentracion 0.5 mg/g de NanoPET la expresidn del gen CAT también presentd una expresion
genética significativamente menor que los demds tratamientos, sefialando la existencia de peréxido de
hidrégeno en las células del hepatopancreas. Debido a la alta capacidad metabdlica del hepatopdancreas
se espera que se generen grandes cantidades de ROS y como resultado CAT aumente su actividad (Tavares-
Sanchez et al., 2004). Aunque al momento del analisis del tejido de hepatopancreas no se detectaron ROS,

por lo que se concluyd que el tejido sufria una inflamacion (EFSA, 2016) que se vio contrarrestada, ya que
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la expresion genética de SOD, CAT y GPX sugieren que la respuesta inmune de los organismos se vio

activada por la constante aparicidon de ROS y su constante neutralizacidn.

Como se observo en las tres concentraciones de NanoPET (0.25, 0.5 y 1 mg/g), se registré un incremento
en la expresion de CAT, confirmando asi la constante actividad neutralizante de ROS. Bajas
concentraciones de nanoplasticos aumentan la produccidon de ROS en las células de los organismos,
estimulando la expresion genética de genes relacionados con el sistema antioxidante, ayudando a eliminar

el exceso de ROS de las células evitando que el estrés oxidativo rompa el equilibrio humoral (Li et al., 2020).

La concentracion 0.5 mg/g de NanoPET presentd un aumento significativo en GPX con respecto a 0.25
mg/g, sefialando su actividad de convertir peréxido de hidrégeno en agua y bloqueando el radical hidroxilo
para evitar asi futuro dafio celular. Los niveles de SOD, CAT y GPX para la concentracion de 0.25 mg/g
fueron los mds bajos en comparacién con los 4 tratamientos, apuntando a una ligera afectacién del sistema
antioxidante, solamente presentd un ligero aumento en la expresion del gen GST. La célula se ve en la
necesidad de expresar GST cuando detecta xenobidticos dentro de esta y poder asi lidiar con organismos

que la célula detecta como externas (Coates y Soderhall, 2020).
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Capitulo 5. Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que la exposicién de camarones blancos a nanoparticulas plasticas de
PET si reflejo una afectacién a nivel genética y celular pues la exposicién crénica a través del alimento

desencadend la expresion de genes relacionados con el sistema antioxidante de los crustaceos.

Evaluar el perfil hematoldgico de los organismos fue una de las herramientas que mejor ayudaron a
detectar signos de estrés en la hemolinfa, causado por la exposicion a NanoPET (0.25, 0.5 y 1 mg/g). Los
altos niveles de glucosa sugieren que los organismos sufrieron estrés agudo durante la duracién del
bioensayo. También, aunque se vio reflejado una ligera inflamacién celular, no hubo aumento significativo

de ROS en el hepatopancreas.

Fue hasta la evaluacién de la expresion genética del tejido del hepatopancreas, cuando la expresién de
SOD y CAT confirmaron la existencia de ROS en la célula y también el constante trabajo celular
neutralizando las especies reactivas de oxigeno. Esta expresiéon de enzimas ayuda a comprobar la
asimilacion digestiva de las nanoparticulas plasticas de PET, reflejando la interaccion de enzimas

antioxidantes en la célula.

El desarrollo de este proyecto ayudd a tener un acercamiento a los resultados que los efectos de la
exposicién de nanoplasticos suministrados en el alimento y lo que provocd en el camarén blanco (L.
vannamej). La asimilacion de estas particulas de PET mostré una estimulacién en el crecimiento del

camardn y una activacion del sistema antioxidante de los organismos.

Este estudio permite conocer algunas de las afectaciones por parte de nanoparticulas de PET en el
camaron blanco, sin embargo, de acuerdo al valor nutricional, econémico y ambiental de los camarones
blancos conviene continuar con el andlisis del dafio que la contaminacién plastica puede ocasionar.
Aungue los dafios se presentaron de forma pasiva es importante mencionar que no deja de ser un tema

sensible el de la contaminacidn plastica.

Se sugiere continuar el trabajo con grupos mas grandes de organismos para poder tomar muestras
experimentales de manera crénica y aguda para definir si es el tiempo o la concentracion de nanoplasticos

un factor determinante en la posible respuesta toxica de los organismos.
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