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RESUMEN

El uso de antibidticos es uno de los problemas actuales con mayor relevancia en la
industria acuicola tanto para el bienestar animal como la inocuidad y seguridad
alimentaria; por lo que no es de sorprender que sean de los primordiales problemas
a tratar. Partiendo de esta premisa en la presente investigacion se busca sustituir
parcialmente el uso de antibidticos por sustancias menos agresivas e invasivas. La
reciente rama de la nanotecnologia ha permitido un gran avance en este rubro
puesto que por la versatilidad de los componentes en relacion al tamafio
(nanomeétrico) lo hacen el agente perfecto para combatir a patégenos sin generar
resistencia, asi mismo la bioquimica ha permito la extraccibn de compuestos
bioactivos de plantas, denominados fitogénicos, los cuales poseen capacidades
antibacterianas, antifangicas, prebiéticas, y probidticas. La biotecnologia ha
permitido coadyuvar estas dos vertientes en la elaboracién de hidrogeles de
quitosano, con el objetivo de generar no solo alternativas profilacticas si no para
permitir vehiculos para el transporte 6ptimo de farmacos en medidas terapéuticas.
Los hidrogeles aqui trabajados son a base de una matriz polimérica de quitosano
afiliados con nanovarillas de ZnO co-dopadas con Ag-Cl. Esta combinacién permite
una red estable y un comportamiento de hinchamiento mayor a pH acidos, en
especifico se obtuvieron mejores resultados en ph 2 y ph 4. Infiriendo que los
componentes inmersos dentro de esta matriz sean liberados cuando se encuentren
en un ambiente &cido inferior a ph 5. Con lo anterior, se realizaron 3 experimentos,
se probo la efectividad antimicrobiana del hidrogel con nanovarillas (Qs_ZnO),
también del hidrogel con nanovarillas y Coxsan® (Qs_ZnO_Cx)) y finalmente del
hidrogel con nanovarillas y Licorol® (Qs_ZnO_Lc); con lo que se obtuvieron las
dosis minimas inhibitorias (MIC) para cada tratamiento. Obteniendo un MIC mayor
para los tratamientos con fitogénicos (Licorol® y Coxsan®), con un valor de 12.5
png/ml en ambos casos, y un valor de 6.25 pug g/ml para el tratamiento con
nanovarillas, indicando que los fitogénicos parecieran interferir en la eficacia
antibacteriana de las nanovarillas. Sin embargo, en la prueba de inhibicién

bacteriana el tratamiento que mejor imbibicion presentd fue Qs _ZnO_Lc, lo que



parece indicar que hay una gran interaccion entre los diferentes componentes de

cada tratamiento, afectando el comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles.

En conclusion, los hidrogeles de quitosano con nanovarillas de ZnO son funcionales
para su potencial empleo; sin embargo, hace falta mas investigacion sobre la
efectividad de liberacion de farmacos o agentes profilacticos a emplear, asi como

del efecto de su aplicacion directa en organismos acuicolas.

Palabras clave: Organismos acuicola, tratamiento, antibiéticos, nanogeles,

nanovarillas, fitogénicos, terapia y profilaxis.



INTRODUCCION

La materia se encuentra constituida naturalmente por particulas, estas se pueden
clasificar en base al diametro que poseen. Las particulas consideradas gruesas se
encuentran en un intervalo de entre 10, 000 y 2,500 nm, las finas en un rango que
va de 2,500 a 100 nm, mientras que aquellas que se encuentran dentro de un rango
de 1 a 100 nm se consideran particulas ultrafinas o se les asigna el prefijo nano. Asi
como el resto de la materia evidente a simple vista, los nanomateriales poseen
propiedades fisicoquimicas unicas que brindan la posibilidad de accién diferente con
respecto a sus analogos macroscopicos. Dichas conductas son determinadas por
el comportamiento de propiedades cuanticas de cada material (Carrillo-Gonzalez et
al, 2014).

Estas propiedades fisicoquimicas les permiten a los nanomateriales contar una
amplia gama de aplicaciones en diversos campos, como, por ejemplo: usos
agricolas (en el campo de biofertilizantes), en el ambito biomédico, farmacéutico e
incluso en el ambito veterinario. Dentro de las aplicaciones en el ambito
biotecnolégico, destaca la capacidad de administracion controlada de farmacos y
dosificacion de enzimas y nutrientes, a través del desarrollo de diversos productos
basados en nanomateriales (Nakal-Chidiac et al, 2018). En especifico, las
nanoparticulas reticuladas en redes poliméricas como los hidrogeles permiten a los
cientificos emplearlas en diversas areas, siendo uno de los mas importantes el
transporte de diversos compuestos activos para tratamiento de diversas

enfermedades tales como el cancer (Carrillo-Gonzalez et al, 2014).

Los hidrogeles, son compuestos poliméricos formados generalmente por puentes
de hidrégeno entre polimeros que poseen grupos hidrofilicos (Escalona-Rayo &
Quintanar-Guerrero, 2014) y/o por interacciones electrostaticas. Los polimeros
empleados para la elaboracion de estos pueden ser de origen natural o bien de
origen sintético (Suarez-Carrillo, 2019), dentro de los primeros se tienen a la quitina,

quitosano, albumina, acido hialuronico y alginato, entre otros. En cuanto a los



polimeros sintéticos estan el poli (N-vinilcaprolactama), poli (N-isopropilacrilamida),

poli (acido N-isopropilacrilamida), etc. (Suarez-Carrillo, 2019).

Una de las caracteristicas mas importantes que poseen los hidrogeles es su
capacidad de absorber grandes cantidades de agua lo que permite una dilatacion
en torno a su estructura, por ello es por lo que han sido empleadas como vehiculo
para transporte y liberacion de farmacos (Ramirez et al., 2016). Los hidrogeles
también han demostrado ser biocompatibles debido a la misma caracteristica de
poseer una gran cantidad de agua y es esta interaccién lo que permite esta

biocompatibilidad con organismos vivos (Mauri et al. 2021).

Caracteristicas de hidrogeles
Los hidrogeles se pueden clasificar en dos grandes grupos acorde al tipo de enlaces

gue poseen (Escalona-Rayo & Quintanar-Guerrero, 2014):

a) Hidrogeles con enlaces no covalentes (interacciones electrostaticas,
puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobas) dan pie a una red
reticulada reversible.

b) Hidrogeles con enlaces covalentes, se les conoce como hidrogeles

quimicamente reticulados, estos suelen ser estructuras permanentes

Los hidrogeles pueden ser sensibles a estimulos, es decir, el hinchamiento o
expansion del material sera determinado por un estimulo externo tal como el pH,
enzimas, luz, o campos electromagnéticos (Figura 1). Mientras que los hidrogeles
no sensibles a estimulos simplemente tienen la capacidad de expandirse por su

capacidad de absorcion de agua.
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| Liberacién del farmaco |

Cargado del
nanogel Estimulo ambiental  Hinchamiento Reduccion

Figura 1. Mecanismo de liberacion de farmacos de un hidrogel en respuesta a un

estimulo del medio (Neamtu et al., 2017).

Por otro lado, los hidrogeles pueden ser también clasificados por el tipo de carga
que poseen en anidnicos, cationicos y anfoteros (Escalona-Rayo & Quintanar-
Guerrero, 2014).

En los ultimos afios se ha indagado las diversas aplicaciones y configuraciones de
los hidrogeles buscando ampliar y potenciar su campo de acciéon en el area
biomédica. Una de las configuraciones de los hidrogeles que tiene mayor potencial
son los hidrogeles hibridos (HH). Los HH permiten un ensamblaje entre dos
compuestos de naturaleza fisica diferente, que potencia las caracteristicas
fisicoquimicas de los propios materiales (Ramirez, et al, 2015); es decir que ademas
de la parte polimérica (fase organica del hidrogel), se implementa una fase
inorganica que interactia con la primera permitiendo la sinergia de ambos
materiales sin alterar las caracteristicas individuales de los mismos (Pirela, et al,
2014), esta sinergia se puede dar de forma fisica o quimica, en la formacién de
puentes de hidrégeno o enlaces quimicos o bien formando una nueva estructura, lo
gue permite unir caracteristicas de los materiales del que estd compuesto el hidrogel
(Ramirez, et al, 2015).

La forma mas comudn de sintetizar este tipo de materiales es la polimerizacion por

adicién, en donde la parte inorganica en fase acuosa se agrega a la fase organica
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(Ramirez, et al, 2016). En este mecanismo las moléculas correspondientes a la fase
organica se ven afectadas por cambios en el medio (presion, temperatura o
catalizador) que produce una reaccion de ruptura en los dobles enlaces y da pie a
que se den uniones entre electrones libres y se formen cadenas poliméricas con los
materiales disponibles dentro del medio. Esta propagacion termina cuando se
combinan dos cadenas con electrones libres o bien cuando se produce una reaccion
con radicales libres finalizadores. Esta conjuncion proporciona propiedades Unicas
al compuesto, como, por ejemplo, potenciar diversas caracteristicas como:
capacidad de hinchamiento, capacidad de remover metales pesados, cargar con
farmacos y liberar de manera controlada estos compuestos hasta al momento de la
interaccidn con otros materiales (Ramirez, et al, 2016). Esta Ultima caracteristica es
posible gracias a que al ser hibridos pueden sintetizarse con elementos 0 grupos
quimicos que son susceptibles a cambios de pH (grupos ionizables) o
termosensibles (susceptibles a modificarse por cambios en temperatura) (Ramirez,
et al, 2016).

La capacidad que posea el HH para interactuar con el ambiente va a depender de
como se entrelaza quimica y fisicamente con el compuesto inorganico con el que
sucede la sinergia. Por ello, el estudio de diversos acoplamientos, su caracterizacion
y descripcién morfologica, asi como la descripcion en torno a su comportamiento en
un medio se ha intensificado en el ambito cientifico. De hecho, los hidrogeles
hibridos son grandes aspirantes a ser materiales teragndsticos, es decir materiales
gue funcionan como terapia y a la vez pueden realizar algun diagnostico. Uno de
los materiales organicos poliméricos mas usados dada su naturaleza y maleabilidad
en torno a diferentes campos de aplicacion es el quitosano, este polimero es el
producto de la desacetilacion de la quitina (Figura 2). El quitosano es un compuesto
mas reactivo que la quitina debido a la presencia de grupos hidroxilo y grupos amino
en cada unidad desacetilada. Estos grupos reactivos tienen la posibilidad de estar
sujetos a modificaciones quimicas que pueden a su vez modificar las propiedades
fisicas y quimicas del quitosano. En este sentido, el grupo amino del quitosano
puede ser ionizado (pKa=6.5) convirtiendo al quitosano en un polielectrolito
cationico al estar en soluciones acidas, ya que sus grupos amino son protonados (-
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NH2 a -NHzs"). Esto ocasiona que, a diferencia de la quitina, el quitosano sea soluble
en soluciones acuosas acidas. Acidos organicos diluidos como el acido acético,
lactico, férmico y otros, forman sales solubles con el quitosano, por lo que son

ideales para disolverlo (Bautista-Bafos, et al, 2017).

CH, CHg
oX OH o=
NH o NH -
HO 0 HO o’
o -
..-0 & HO & Chitin
OH o {NH OH
CH
Deacetylation
CHs

0<X_
NH.* OH o HO NH .
HO /m/o 0" Chitosan
0 Y 0" o 4
OH NHB+ OH

Figura 2. Desacetilacion de la quitina (Nilsen-Nygaard et al, 2015).

Ademas de lo anterior, el quitosano es un material considerado biodegradable y
altamente biocompatible, no presenta efectos secundarios ni toxicidad al
interaccionar con agentes bioldgicos, por ello es por lo que se ha empleado como
agente condensador y liberador inteligente en el transporte activo de farmacos
(Nasrollahzadeh et al., 2017). Otra caracteristica positiva del quitosano es que
posee propiedades bacteriostaticas y mucoadhesivas (Saeed et al. 2020). Debido a
esto, el quitosano es considerado una excelente opcion como material para

sintetizar hidrogeles con potencial para el transporte de compuestos bioactivos.

Ahora bien, como ya se menciond anteriormente, generalmente en la sintesis de
hidrogeles hibridos ademas de la parte polimérica (organica) también se emplea

una parte inorganica que consiste comunmente en nanoparticulas o
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nanoestructuras de materiales inorganicos. Dentro de los posibles nanomateriales
gue se pueden emplear para formar el HH, destaca el 6xido de zinc (ZnO), ya que
ha mostrado tener propiedades antimicrobianas contra bacterias Gram negativas y
Gram positivas, ademas, segun la Administracion de Medicamentos y Alimentos de
Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés) es una sustancia segura e inocua, y
se considera una particula biocompatible si su tamafo es inferior a 100 nm
(Muthuraman, A; Kaur, J, 2017). También ha mostrado poseer propiedades

anticancerigenas, antioxidantes, y antiinflamatorias (Jiang, 2018).

Algunos autores proponen que las propiedades antimicrobianas surgen a raiz de las
fuerzas electrostaticas que genera el elemento contra la superficie de la membrana
microbiana que se posa (Muthuraman, A; Kaur, J, 2017). Otro punto favorable, es
que el ZnO tiene la capacidad de ser dopado con otros materiales para potenciar
sus caracteristicas (Cardoza-Contreras et al, 2019). Uno de los elementos dopantes
del ZnO puede ser la plata, ya que se ha empleado para tratar afecciones en seres
humanos desde antes que se descubrieran los antibioticos como la penicilina (Dia,
2018). En avances mas recientes, la plata a tamafio nanomeétrico se ha descubierto
gue posee caracteristicas antisépticas, antimicrobianas, antimicoticos, antivirales y
no genera resistencia, a diferencia de algunos antibiéticos. Todo esto ha llamado la
atencién para el empleo de estas nanoparticulas en tratamientos para ciertas

enfermedades (Rai, et al, 2014).

Debido a todo lo anterior, el desarrollo de materiales hibridos biocompatibles que
permitan la potencializacion de sus efectos antimicrobianos posibilita la introduccion
de estos en el ambito biomédico y veterinario para el tratamiento de diversas
patologias (Betancur et al, 2016).

Salud animal

En los organismos acuaticos, la mayoria poseen un sistema inmune innato o
inespecifico, en donde tienen la capacidad de reconocer al patdogeno, pero no de
crear una memoria contra este. Sin embargo, hay organismos acuaticos como los

peces 0seos que cuentan con la capacidad de generar cierta memoria ante
14



patégenos (Pradipta, et al 2014). Es decir, cuando un agente extrafio ataca o se
introduce dentro del sistema del organismo, el antigeno provoca que el sistema

inmune produzca anticuerpos contra ese agente extrafio (Martin & Krél, 2017).

En la industria acuicola cada vez mas se realizan esfuerzos en los &mbitos de salud
animal y alimentacion para lograr que ésta sea una actividad sustentable, que no
dane el ambiente y mucho menos la salud del ser humano. Sin embargo, con el
aumento de la produccién se vienen diversos tipos de practicas en las cuales se
propicia una mayor densidad en cultivos. Estas densidades son causa de
aglutinamiento, reduccion de oxigeno y situaciones estresantes que generan el
desarrollo de ciertas patologias en organismos, estas van desde enfermedades,
malnutricién y enfermedades de origen bioldgico. Los patdégenos mas peligrosos en
acuacultura son aquellos que poseen un alto grado de patogenicidad y tienen la
capacidad de ser zoondéticos (capacidad de transmitir la enfermedad de los animales
a los seres humanos). Dentro de estos microorganismos se tiene a las diversas
especies de los géneros Aeromonas, Vibrios y Streptococcus iniae (Cabello, 2004).
Estos son microorganismos que se buscan erradicar o mantener en un nivel
controlado para evitar la infeccion de los organismos de cultivo y con ello provocar
no solo pérdidas monetarias, si no afectaciones en la salud publica. Se tienen
estimadas pérdidas de 150 millones de ddlares anuales por enfermedades
causadas por bacterias en la piscicultura a nivel mundial (PROAQUA, 2021). En la
figura 3 se muestra un cuadro en donde se estipulan las enfermedades en peces
gue se tienen gue declarar en formato obligatorio por la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE).
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Virus Bacterias Hongos Pardisitos

WVirosis del bagre de canal Rembacteriosis Renibacrerium Infeccion por Cryrodactylus spp.
Salmoninarm Branchiomyee spp.
Mecrosis hematopoyética Colibacilosis Sindrome ulcerante Enfermedad renal
epizodtica epizootico proliferante
Sindrome del cuerpo de Septicemia entérica Infeccion por Ligulosis
inclusion ertrocitica (Edwardsiella ictaluri) Tehtfvophonus hoferi
Herpesvirosis Infeccion por Edwardsiella Saprolegnia spp. Filometrosis
(Edwardsiella tarda)
Mecrosis hematopoyética Infeccion por deromonas Myxobolus cerebralis
infecciosa safmonicida atipicas (enfermedad del tambaleo)
Mecrosis pancredtica Furunculosis (deromaonas Lentosporidiosis
infecciosa salmonicida subespecie
salmonicida)
Anemia infecciosa del salmon  Infeccidn por Mycobacterium spp. Difilobotriosis
Herpesvirosis Pasteurelosis Ceratomyxa shasta
del salmon masou (Pastenrella piscicida)
Enfermedad del pincreas Piscirickettsiosis letioftiriasis
(Piscirickettsia salmanis)
Infecciones por rhabdovirus Estreptococosis Henneguya salmincola
(Strepracoccus spp.)
Viremia primaveral Vibriosis de aguas frias Kudoa thyrsires
de la carpa (Vibrio salmonicidal
Necrosis entrocilica virica Vibriosis (Fibrio anguillarm) Lowma salmonea
Septicermia hemorrigica viral Yersiniosis Enterncitozoon

(enfermedad de la boca roja)

Mecrosis nerviosa viral Lerneosis

Figura 3. Enfermedades con declaracion obligatoria para el control de

enfermedades

Fuente: (Hastein,2000).

Es por todas estas enfermedades, que en la acuacultura se emplean antibiéticos
durante la produccién y elaboracion. Sin embargo, el consumo no intencionado de
antibioticos en los residuos de alimentos provoca el desarrollo de resistencia a los
Mismos en bacterias que son patdgenas para los seres humanos; lo que constituye
otro problema importante al que no se ha prestado todavia la debida atencién (FAO,
2022). Se considera que el desarrollo de resistencia a los antibioticos por parte de
las bacterias patdgenas es uno de los riesgos mas graves para la salud humana a
nivel mundial. Esto dado que las bacterias al adquirir resistencia a los antibiéticos a
los que antes eran susceptibles provocan la ineficacia de los antibioticos para tratar

determinadas enfermedades microbianas en los seres humanos (Balbuena-
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Rivarola, et al, 2011). Debido a esto, es necesario detener y eliminar los agentes

infecciosos sin propagar el patron de resistencia de los antibiéticos.

Fitogénicos

Existen compuestos llamados inmunoestimulantes, los cuales son sustancias que
interfieren en los procesos inmunoldgicos a nivel celular, permitiendo una mejor
respuesta celular al momento de verse en una situacion de infeccion (Martin & Kral,
2017). Los inmunoestimulantes son compuestos bioactivos que generan un efecto
beneficioso sobre una o méas funciones dentro del organismo, estos poseen una
influencia en las actividades celulares vy fisioldgicas tras su ingesta, (Herrera et al.,
2014). Estas sustancias son adquiridas de manera natural de los alimentos y en los
extractos de ciertas plantas (fitogenéticos), generan un aumento en la reaccién de
la primera linea de defensa no especifica en peces protegiéndose asi de manera
mas eficiente en contra de bacterias, virus, hongos y parasitos (Ngo Van, 2015).

Algunos de estos inmunoestimulantes son extractos de plantas que poseen
compuestos bioactivos y reciben el nombre de fitogenéticos, estos poseen
capacidades antiestrés, antioxidantes e inmunoestimuladores (Karizoo, 2021);
ademas de promover el crecimiento y la salud en general del organismo. También
se han empleado como elementos complementarios en dietas para la obtencién de
un Optimo sistema inmunitario en animales (Yang et al., 2015). Asi mismo, los
esfuerzos de las investigaciones realizadas con diversos compuestos bioactivos
han llevado a la combinacién de fitogenéticos como el extracto de aceite de clavo,
carvacrol, aceite de orégano, eugenol, etc. para combatir bacterias como Vibrio spp,
Vibrio harveyi, Escherichia coli, Salmonella, Edwardsiella, Aeromonas, etc. (Yang
et al., 2015). Sin embargo, aun hay retos en la viabilidad y seguridad para
implementar los fitogenéticos en alimentos para los organismos acuicolas. Ya que
éstos al ser extractos de diversas plantas tienden a interactuar con los compuestos
del alimento y a producir olores y sabores que no son atractivos para los animales
de cultivo; ademas, se ha demostrado que en grandes cantidades tienden a ser

toxicos para los organismos, afectando a nivel fisiolégico a estos. Es por ello, que
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generalmente se emplea una dosis minima inhibitoria de cada compuesto (Yang et
al, 2015).

En acuacultura, el empleo de estos compuestos bioactivos ha sido un gran avance,
ya que esta alternativa busca suplir los aditamentos quimicos (antibioticos) y permitir
un producto mas amable con el medio ambiente e inocuo para el consumidor

(Tacias-Pascacio et al., 2021).

Una de las posibilidades es emplear hidrogeles con propiedades antimicrobianas
para la entrega de farmacos y otros compuestos bioactivos en acuicultura. Esto
debido a que poseen caracteristicas Unicas, como la entrega controlada de los
compuestos en respuesta a un estimulo; sin embargo, su potencial uso en este
ambito aln no ha sido explorado completamente (Swain, 2014; Yang et al., 2015).
Es por todo lo mencionado anteriormente, que en este proyecto de investigacion se
propone sintetizar y caracterizar hidrogeles hibridos antimicrobianos basados en
bionanocompositos de quitosano y nanovarillas (nv’s) de ZnO dopadas con Ag y Cl,
cargarlos con fitogenéticos y determinar sus propiedades antimicrobianas, para
evaluar su posible empleo en el encapsulado de compuestos bioactivos en

acuacultura.
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HIPOTESIS
Los hidrogeles basados de quitosano y nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y ClI
pueden cargar y liberar fitogénicos de forma controlada al ser sensibles a cambios

de pH, ademas de poseer un gran potencial antimicrobiano.

OBJETIVOS

Objetivo general
e Sintetizar y caracterizar hidrogeles hibridos basados en quitosano y

nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y Cl.

Obijetivos especificos
e Caracterizar la morfologia, composicion y capacidad de hinchamiento de los
hidrogeles.
e Cargar los hidrogeles hibridos con fitogénicos.
e Evaluar propiedades antimicrobianas de los hidrogeles hibridos sintetizados

sin cargar y cargados con fitogénicos ante bacterias patégenas tipo Vibrio.

METODOLOGIA

1. Sintesis de nanoparticulas de ZnO

La sintesis de nanoparticulas de ZnO se llevo a cabo bajo el procedimiento descrito
por Cardoza-Contreras et al. 2019, en donde se prepar6 una solucion 1 mM de
acetato de zinc (Zn (CHsCOO)z2) disuelto en 20 mL de 2-Propanol (CH3-CH(OH)-
CHs) con agitacion constante a una temperatura de 50 °C. Una vez homogenizada
la solucion, se adicionaron 230 ml mas de 2-propanol a temperatura ambiente.
Posteriormente, se vertié gota a gota 20 ml de una solucién de hidréxido de sodio
(NaOH) 20 mM y finalmente se sometio a bafio maria a 60°C durante 60 minutos.
(Cardoza-Contreras et al, 2019). Las nanoparticulas de ZnO sintetizadas sirvieron
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como centros de nucleacidn en los substratos de PE donde crecieron las

nanovarillas de ZnO.

1.1 Sintesis de nanovarillas

Para la sintesis de nanovarillas se llevé a cabo el procedimiento descrito por
Cardoza-Contreras 2019, se prepararon substratos de polietileno (PE), previamente
tratados en una solucion de dodecanotiol al 1% en metanol en bafio maria hasta
alcanzar los 100 °C por 15 minutos. Los substratos se sumergieron en la solucion
coloidal de nanoparticulas de ZnO en 2-propanol, y después se colocaron sobre
vidrios de reloj en una plancha de calentamiento a 150°C para que se evaporara el

solvente.

Posteriormente, se prepard una solucién precursora equimolar 3 mM de nitrato de
zinc hexahidratado (Zn (NOs)2) y hexametilentetramina (CeH12N4) en agua destilada.
Después se sumergieron dos substratos de PE funcionalizados con np’s de ZnO en
la solucion precursora. Finalmente, la solucidn precursora con los substratos de PE
fue sometida a un tratamiento térmico por microondas en un equipo de marca
comercial (modelo WM1311DS, Whirlpool, Apodaca, México) durante 60 minutos a
300W.

Mientras que las nanovarillas de ZnO dopadas con 2% at. de Ag y Cl (porcentaje de
atomos del dopante con respecto a los atomos del ZnO) (AgCl_ZnO) se sintetizaron
incorporando nitrato de plata (AgNO3) y HCI 0.1 N (afiadiendo lo suficiente para
ajustar a un pH de 5.5 la solucién) a la solucién precursora antes de someterla al

tratamiento por microondas.
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2.Sintesis de hidrogeles

2.1 Hidrogel de quitosano

Se preparé una solucion de 3.3 uM de quitosano en 20 ml de agua destilada y se
adicioné un 2% (v/v) de acido acético (CH;COOH) con agitacion constante. La
solucion se continud agitando hasta la obtencion de una solucion homogénea y
viscosa. Después, se prepard una solucidén acuosa de tripolifosfato de sodio (TPP)
al 0.1% ajustada a un pH de 3 con HCI. La solucién de TPP se vierte dentro de la
solucién viscosa de quitosano con agitacidon hasta obtener una coloraciéon
opalescente. Por ultimo, se vertid gota a gota la solucién opalescente obtenida sobre

una superficie plana, y se dejo secar al ambiente durante 24 horas.

2.1.2 Hidrogel hibrido de quitosano con nanovarillas de AgCl_zZnO
El procedimiento de HH fue muy similar al de la sintesis del HH de quitosano, con
la Unica diferencia que se agrego un 5% peso de nanovarillas de ZnO con respecto

al quitosano en la solucién de quitosano antes de afiadir el &cido acético.

3.Caracterizacion de los Hidrogeles

3.1 Composicion y morfologia

Los hidrogeles sintetizados tuvieron que ser previamente recubiertos con una capa
delgada de Au/Pd dentro de una camara evaporadora al vacio para poder observar
su morfologia. Posteriormente, los hidrogeles se colocaron en un microscopio
electronico de barrido (SEM) modelo JEOL-JIB 4500. Asi mismo, se pudo estudiar
la composicion de los hidrogeles in situ en el SEM empleando microandlisis de rayos
X de dispersion de energia (EDS) en el equipo OXFORD INCA Energy System a
una tension de aceleracion de electrones de 15kV.
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3.1.2Capacidad de hinchamiento

Para evaluar que tanta solucidn acuosa se puede cargar en los hidrogeles
sintetizados se realizd el siguiente procedimiento: se prepara una serie de 5
soluciones acuosas con valores ajustados de pHde 2,4, 6, 7y 8 (Con NaOH y HCI).
Después, se toma una cierta cantidad de cada hidrogel sintetizado y se pesa (esto
por triplicado), para posteriormente sumergir cada uno de ellos en las soluciones a
diferentes pH previamente preparadas. Posteriormente, se remueve cada hidrogel
de las soluciones acuosas (el exceso de agua en la superficie del hidrogel es
removida con toallitas secas) y pesado cada 10 minutos hasta alcanzar los 30
minutos. Finalmente, el porcentaje de hinchamiento se determina mediante la

siguiente expresion:
Swelling % = ((W-Wo)/Wo) x100
Donde:

W: peso del hidrogel
Wo: peso inicial del hidrogel

El andlisis estadistico para evaluar la capacidad de cargado de los hidrogeles
consistié en un disefio factorial de dos factores (composicién del hidrogel y pH) y se
aplico con 2 y 5 niveles respectivamente, en el que se evalud por triplicado la
variable dependiente porcentaje de hinchamiento. Para realizar el andlisis se utilizo
el software IBM SPSS Statistics 26 y consisti6 en un ANOVA de dos vias con
a=0.05; donde los supuestos de normalidad y homocedasticidad fueron
corroborados por la prueba de Shapiro Wills y Levene respectivamente. Para
verificar las diferencias estadisticas entre los niveles de pH se utilizé la prueba de

comparacion multiple de Tukey con una significancia de 0.05.
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4. Cargado de los hidrogeles con fitogénicos

Para obtener hidrogeles cargados con fitogénicos, al momento de preparar la
solucion viscosa de quitosano se afiadido un 0.1% de fitogénicos. El resto de la
sintesis permanece invariable. Los fitogénicos empleados fueron Licorol® (Lc) y
Coxsan® (Cx) de Laboratorios Karizoo. Los componentes principales de estos
fitogénicos son mentol y eucaliptol para el caso del Lc; carvacrol, timol y alicinina en
el caso del Cx.

De tal forma que se obtuvieron los siguientes tratamientos:

- Hidrogel de quitosano (Qs)

- Hidrogel de quitosano cargado con Cx (Qs_Cx)

- Hidrogel de quitosano cargado con Lc (Qs_Lc)

- Hidrogel de quitosano con nanovarillas de AgCl_ZnO (Qs_ZnO)

- Hidrogel de quitosano con nanovarillas de AgCl_ZnO cargado con Cx
(Qs_Zn0O_Cx)

- Hidrogel de quitosano con nanovarillas de AgCl_ZnO cargado con Lc
(Qs_Zn0O_Lc)

5. Evaluacion de propiedades antimicrobianas de los hidrogeles cargados

con fitogénicos y sin cargar

5.1 Antibiograma

El antibiograma para determinar la susceptibilidad de la bacteria Vibrio harveyi a los
diferentes tratamientos de hidrogeles preparados se realizé mediante el siguiente
procedimiento: se preparo el medio de cultivo Mueller Hinton y se coloco el mismo
volumen en placas de Petri. Posteriormente en cada placa se sembraron 25 ul de
inéculo a una concentracion aproximada a de 1.5x108 UFC por mililitro 0 0.5 en la

escala de McFarland de la bacteria Vibrio harveyi.
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Se colocaron 25 pl de cada tratamiento directamente sobre el medio de cultivo
después de la inoculacion (una caja para cada tratamiento por triplicado) y se
dejaron incubar las placas por 24 h a 35 °C para observar el crecimiento. Para cada
tratamiento se evaluo el halo de inhibicidon con vernier empleando centimetros como

unidad de medicion.

5.1. 2 identificacion de concentracién minima inhibitoria (CMI)

Se realizé el siguiente procedimiento para determinar la concentracion minima de
cada HH preparado a la cual no hay crecimiento de la bacteria Vibrio harveyi
después de 24 h de incubacion. Se colocaron concentraciones decrecientes de cada
HH sintetizado dentro de 10 tubos Eppendorf (dilucién seriada), los cuales se
encontraban con un volumen inicial de 200 pl de medio Mueller Hinton inoculado
con la bacteria Vibrio harveyi (1x108 CFU/mIl) en cada tubo y se colocaron 200
iniciales él cual se fue diluyendo del tubo nimero 1 al tubo 10 y se incubd por 24
horas. Después de la incubacion, se observo la turbidez de cada uno de los tubos y
se tomaron 100 pl de los tres tubos previos al tubo en el que se observé mayor
turbidez y se colocaron en placas Petri. Las placas fueron incubadas a 35°C por 24
horas. Después de incubar, fueron contadas las UFC de cada placa para determinar
la CMI de cada HH. Se coloc6 un control el cual consistio en sembrar masivamente

el indculo de bacteria sin ningun tratamiento.
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RESULTADOS

Morfologia y composicion de los hidrogeles

La morfologia de los hidrogeles pudo ser observada gracias al recubrimiento con
Au/Pd de las muestras, debido a que es un material conductor (Figura 5). Se
observaron en arreglos de forma aguja formados por varillas con diametros de 300
nm a 1 um (Figura 5a y 5b). Mientras que para el caso de los hidrogeles de Qs y
Qs_ZnO0O, resultaron en microgotas semiesféricas con forma irregular (Figure 5c¢-5f).
Las dimensiones de las estructuras en forma de microgotas estan en el intervalo de
2-20 pm.

Figura 4. Gotas de hidrogeles con capa delgada de Au/Pd sobre un trozo de oblea

de silicio previo a la visualizacion de su morfologia por SEM.
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Figura 5. Imagenes de SEM que muestran: (a-b) nanovarillas de ZnO dopadas
con Ag y CI; (c-d) gota y porcion amplificada de hidrogel de Qs; gota y porcién
amplificada de hidrogel de Qs_ZnO.

En cuanto al analisis de la composicion quimica de los hidrogeles sintetizados, se
detectaron elementos como el C, Oxigeno y Zinc, asi como otros elementos

derivados de su sintesis (Figura 6).
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Figura 6. Espectro de EDS y composicion quimica de los hidrogeles de Qs_ZnO

Tanto las imagenes obtenidas del SEM como el andlisis por EDS permiten

comprobar que dentro de la matriz del hidrogel hay elementos procedentes de las

nanovarillas ya que estas estan embebidas dentro de dicha matriz polimérica.
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Capacidad de hinchamiento

Acorde a los resultados de capacidad de hinchamiento (Figura 7) hay una diferencia
significativa entre las medias del porcentaje de hinchamiento a los diferentes valores
de pH (p<0.05) para ambas composiciones del hidrogel. De lo anterior destaca que
tanto el hidrogel de Qs como el Qs_ZnO pueden retener mas solucién a pH &cidos.
Mientras que las multiples comparaciones por el método de Turkey arrojaron que la
capacidad de hinchamiento a los valores de pH de 6, 7 y 8 no son estadisticamente
diferentes (p>0.05). Sin embargo, a soluciones acuosas acidas (ph de 6, 4y 2) el
hidrogel Qs_ZnO tiene mayor capacidad de hinchamiento que el hidrogel de Qs
Unicamente. En la figura se esquematiza las interacciones iénicas con los grupos

amino que se tienen de las nanovarillas (ZnO) y el quitosano.
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Figura 7. Porcentaje de hinchamiento (% Swealling) de los hidrogeles Qs y
Qs_ZnO después de 10, 20, y 30 min de estar sumergidos en las soluciones
acuosas de diferentes valores de pH. Recuadro inferior izquierdo: hidrogeles

hinchados de Qs y Qs_ZnO después de estar inmersos 30 minutos en una

solucién de pH 2.
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Figura 8. Esquema representativo de la red polimérica de los hidrogeles hibridos
de Qs_ZnO.
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Actividad antimicrobiana

Antibiograma de los diferentes tratamientos

Este andlisis se realiz6é por réplica en tres diferentes concentraciones de pH y se
coloco el tratamiento directamente en el medio, sin la realizacion de pozo de difusion
ni el empleo de discos para antibiogramas, donde se realiz6 la siembra masiva de
la cepa de Vibrio harveyi a una concentracion de 1.5 x108. En la figura 9 se observan
los halos obtenidos por cada tratamiento, y el blanco control en el cual no se coloco
ninguna otra variable mas que la cepa de Vibrio harveyi. También se muestra en la
tabla I, que el tratamiento con Qs_ZnO_Lc afecta en mayor medida a la capacidad
de inhibicion del hidrogel de Qs_ZnO que el Qs_ZnO_Cx.

Blanco NG_Qs_5%_ZnO NG_Qs_5%_ZnO _L NG_Qs_5%_Zn0 _C

Figura 9. Halos de inhibicién obtenidos para cada tratamiento contra Vibrio
harveyi (1x108 UFC/mI).
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Tabla |. Tabla de relacidn de tratamientos y con respecto al pH sometido

Tratamiento

Diametro de zonas de inhibicién (cm)

pH 6 pH7 pH 8
Qs_Zn0O 0.90+0.26 1.53+0.15 0.83+0.4
Qs_Zn0O_Cx 0.87+0.25 0.83+0.4 0.6+0.30
Qs_Zn0O_Lc 1.43+0.06 1.43+0.07 1.33+0.25

Identificacién de concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

La concentracién mas baja de hidrogeles a la que no hay un crecimiento visible de

Vibrio harveyi se muestra en la Figura 10. Los hidrogeles cargados con fitogénicos

fueron efectivos a una concentracion mayor de tratamiento, 12,5 pg/ml como se

observan en los incisos b y ¢, mientras que el hidrogel sin cargar fue efectivo a una

concentracion de 6,25 pg/ml. Esto nos indica que se necesita una concentracion

menor de tratamiento en Qs_ZnO para que este tenga un efecto bactericida. Estos

resultados mostraron que la actividad antimicrobiana de los hidrogeles hibridos

Qs_ZnO se ve afectada cuando se cargan con fitogénicos.
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MIC: 6.25 pg/ml 3.125 pg/ml
b) Qs_ZnO_Lc

N 6 A i AT
MIC: 12.5 pg/ml 3.125 pg/ml
c) Qs_ZnO_Cx

MIC: 12.5 pg/ml

Figura 10. Concentracién minima inhibitoria (CMI) de los diferentes tratamientos
contra Vibrio harveyi. A) sexta dilucién en donde se encontré un minimo
crecimiento con el tratamiento de Qs_ZnO; B) quinta dilucién donde se obtuvo
minimo crecimiento con el tratamiento de Qs_ZnO_Lc y C) placa con in6culo de la
guinta dilucion donde se encontré el minimo crecimiento con el tratamiento de
Qs _ZnO_Cx
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DISCUSION
La morfologia observada del hidrogel (Figura 4) fue muy similar a la obtenida en
trabajo previos de Cardoza-Contreras (2020), observando arreglos de varillas en
forma de agujas, la figura 5c y 5f se observaron figuras gotas irregulares a escala
micrométrica. Por la parte de la capacidad de hinchamiento, los hidrogeles proveen
un panorama sobre la fuerza y capacidad de la red polimérica formada por los componentes
del hidrogel. EIl pH del medio en el cual el hidrogel estd inmerso puede ocasionar la
ionizacién de varios grupos funcionales en la red polimérica, afectando de esta forma las
propiedades del hidrogel. De acuerdo con lo obtenido, hay una diferencia significativa entre
las medidas del porcentaje de hinchamiento para los diferentes valores de pH, destaca que
tanto el hidrogel de Qs como el Qs ZnO pueden retener mas solucibn a pH
acidos. Mientras que las multiples comparaciones por el método de Turkey arrojaron que
la capacidad de hinchamiento a los valores de pH de 6, 7 y 8 no son estadisticamente
diferentes (p>0.05). Y puede deberse a que la red polimérica del hidrogel de quitosano
utiliza TPP como agente de entrecruzamiento y se puede formar debido al entrecruzamiento
fisico a través de enlaces de hidrégeno y las interacciones dipolo-dipolo entre los grupos
éster vecinos y las cadenas de quitosano , entonces en soluciones acuosas acidas, la
repulsion entre grupos amino residuales ionizados adyacentes (-N‘H¢) del hidrogel de
quitosano hace que la red polimérica se expanda, lo que genera que el hidrogel pueda
capturar mas agua (Qu et al, 2000) Este es un resultado deseable si se tiene en cuenta una
posible via de aplicacién por ingesta en peces, puesto que el pH del estbmagovade 1 a 6
valores mientras el intestino 6,5-8,5 (Borlongan et al, 2002 & Gilannejad et al, 2018) los
hidrogeles cargados deben poder soportar valores de pH inferiores a 4 para evitar la
desintegracion y liberacion rapida del compuesto encapsulado en el estbmago, para
comenzar a disolverse a valores de pH superiores a 5, y solubilizarse a un valor de pH
cercano a 7. En este punto, la degradacion de los hidrogeles de quitosano sera mayor ya
gue, ademas del pH del medio, existe la presencia de enzimas capaces de degradar el
quitosano (carbohidrasas) en el intestino (Bakke et al, 2010). Ademas, de la Figura 7
podemos apreciar como en soluciones acuosas &cidas (6, 4 y 2) donde el hidrogel Qs_ZnO
tiene una mayor capacidad de hinchamiento, lo significa que la incorporacién de ZnO co-
dopado con Ag-Cl en la sintesis de la red polimérica de quitosano aumenta la capacidad de
hinchamiento de los hidrogeles de quitosano. Esto podria deberse al entrecruzamiento
ibnico entre los grupos amino cargados positivamente (-NH+=) del quitosano, los iones

fosféricos de TPP y los iones Zn, Ag y Cl de las nanovarillas de ZnO dopadas con Ag-Cl,
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formando de esta manera una red mas grande con mas interacciones y un mejor

comportamiento de hinchamiento (Sai Geetha et al, 2021).

En torno a la capacidad inhibitoria, en la figura 9, se observan los halos inhibitorios
obtenidos a partir de los antibiogramas realizados, si bien se observé un area de
inhibicion contra a V. harveyi, teniendo que en promedio el tratamiento con Lc afecto
en mayor medida V. harveyi, en comparacion al tratamiento de Cx. Sin embargo,
contrario a lo que se esperaba que el fitogénicos aumentara la capacidad inhibitoria
del hidrogel, realmente no se comportd de esa manera puesto que los resultados
obtenidos de Qs_ZnO y Qs_ZnO_Lc fueron muy similares. Ahora bien, si tenemos
en cuenta que para esta evaluacion el pH del medio de cultivo fue cercano a 7 y
que, de acuerdo con el comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles
sintetizados, en estas condiciones los hidrogeles permiten la liberacion del
compuesto encapsulado (Sai Geetha et al, 2021). Sin embargo, la menor actividad
antimicrobiana en los hidrogeles cargados con los fitogénicos puede deberse a la
probabilidad de que los componentes quimicos de los fitogénicos liberen protones.
Lo anterior podria provocar una disminucion del pH en el medio de cultivo, y como
ya se analizd para los hidrogeles sintetizados, valores bajos de pH favorecen la
interaccion entre los componentes del hidrogel, creando una red mas fuerte que no
permite que los fitogénicos escapen con facilidad y por ende no permite contribuir a
la actividad antimicrobiana del hidrogel. Ademas, también es posible que, debido a
esta acidez, el hidrogel con el fotogénico Cx tenga menor actividad antimicrobiana
gue el hidrogel con Lc. Esto considerando que el grupo hidroxilo del fenol presente
en los compuestos carvacrol y timol (componentes principales de Cx) es mas acido
que el grupo hidroxilo del ciclohexanol en el mentol (un componente de Lc)
(Ouellette et al, 2015).

Finalmente, la concentracion minima inhibitoria demostré que a ph 7 el tratamiento
que mostro mejor resultado fue Qs _ZnO, puesto que se necesitd de una
concentracion menor de hidrogel para la inhibicion de crecimiento bacteriano (V.
harveyi), teniendo en cuenta que se realizé dilucidon seriada se necesito del doble
de concentracién de tratamiento de con fitogénicos para la obtencion de la inhibicién

bacteriana.
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CONCLUSIONES

En este trabajo, se prepararon hidrogeles de quitosano con nanovarillas de ZnO co-
dopadas con Ag-Cl sensibles a cambios de pH para su potencial empleo en la
encapsulacion de farmacos y compuestos bioactivos acuicolas. El comportamiento
de hinchamiento de los hidrogeles preparados mostrd que los valores de pH bajos
hacen que la red polimérica del hidrogel se expanda y capture méas solucion acuosa,
mientras que los valores de pH neutros y superiores hacen que el hidrogel se
encoja. Estas caracteristicas hacen que los hidrogeles sintetizados sean adecuados
no solo para la encapsulacion y liberacién controlada de farmacos y compuestos
bioactivos en acuacultura, sino también para otros animales y humanos. La
actividad antimicrobiana de los hidrogeles hibridos cargados con fitogénicos
mostraron una buena actividad antimicrobiana contra Vibrio harveyi, aunque no
mejor que la de los hidrogeles hibridos sin cargar, esto probablemente debido a la
liberacibn de protones por parte de los componentes de los fitogénicos que
provocan una encapsulacion mas fuerte e inhiben la liberacion de los fitogénicos.
Sin embargo, con este trabajo evidenciamos la capacidad potencial de los
hidrogeles hibridos Qs_ZnO para el tratamiento preventivo y curativo de
enfermedades de importancia para la salud de los animales acuicolas y la
prevencion de la resistencia a los medicamentos por bacterias. Se necesita mas
investigacion sobre la aplicacion directa y el efecto de la administracién de capsulas

de hidrogel en organismos acuicolas comercialmente importantes.
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