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RESUMEN

Los Lepisosteidos son sobrevivientes de un grupo ancestral de peces que florecié durante el
Tridsico. Dentro de este grupo se encuentran el pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus), la
cual es una especie extinta en México y el catdn (Atractosteus spatula), que es la especie
dulceacuicola de mayor tamaifio que habita en las aguas continentales Mexicanas. Estos
organismos presentan hdbitos ictiéfagos desde la etapa larvaria, no obstante se han
desarrollado dietas artificiales que muestran un mejor desempefio comparado con el
alimento vivo, de acuerdo a variables morfoldgicas y bioquimicas. Por otra parte, se ha
demostrado que presentan mayor homogeneidad de tallas cuando las larvas son expuestas a
hormonas tiroidianas (HT). Estas hormonas igualmente provocan un incremento
significativo en el crecimiento, el desarrollo y la supervivencia de las larvas. Uno de los
principales reguladores de HT es la tirotropina (TSH), que serfa deseable administrar a las
larvas. Sin embargo, la problemadtica que se presenta es que al llegar al estomago ésta seria
susceptible de ser desnaturalizada debido a la importante actividad enzimdtica que
presentan las larvas. Es por esto que se busca microencapsular la TSH por distintos
métodos con el fin de protegerla. Se llevaron a cabo dos métodos de proteccion para la
TSH: emulsién mdltiple y emulsién doble con evaporaciéon de solvente. La emulsién
multiple se prepard siguiendo el método de dos etapas donde la primera fase fue constituida
por aceite de canola, mientras que los surfactantes hidrofilico y lipofilico usados fueron
Tween 80 y Grinsted PGPR, respectivamente. La tirotropina (TSH) formé parte de la fase
acuosa de la emulsién, usandose una concentracion de 1%. La homogenizacion se llevo a
cabo en un equipo de ultrasonido Sonic Ruptor, a 70 khz por 5 min, integrando primero la
fase acuosa (agua 29.2 g) y Tween 80 (0.8 g). Posteriormente, se agregaron los
componentes de la fase oleosa. Una vez protegida la hormona se adicioné al alimento
comercial. 30 larvas de catdn pinto (Lepisosteus oculatus) de un desove fueron alimentadas
con TSH, como tratamiento testigo se utilizaron 30 larvas con el alimento suplementado
con T3 y un control (30 larvas) al que se le suministré solo alimento artificial. Para el
método de emulsién doble con evaporacién de solvente se realizaron distintas
formulaciones con la finalidad de obtener una encapsulacion eficiente, se procedié a la
incorporacion de las microparticulas al alimento y se llevé a cabo un segundo bioensayo
con Oreochromis niloticus (50 larvas por tratamiento), agregando dos tratamientos
(microparticulas blanco como control y TSH libre en el alimento). En ambos bioensayos se
tomaron muestreos de 3 larvas cada tres dias iniciado el bioensayo y se almacenaron a -70
°C para su posteriores andlisis. Se evalud el efecto de las hormonas sobre las larvas
utilizando indices de condicion morfolégicos, bioquimicos y moleculares. Finalmente, se
concluye que ambos métodos de encapsulacion de la hormona resultaron eficientes. Se
presentd un efecto claro de la TSH encapsulada en el pejelagarto con un incremento
consecuente en el peso y longitud total de de las larvas, igualmente se vio reflejado en una
mayor actividad metabdlica (RNA/DNA, DNA Peso seco, RNA/Peso seco) que contribuye
a explicar los resultados morfolégicos observados. En cuanto a las larvas de tilapia los
resultados fueron menos conspicuos, presumiblemente debido a su desarrollo més lento.
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ABSTRACT

The gars are survivors of an ancient group of fish that flourished during the Triassic. Within
this group are the spotted gar (Lepisosteus oculatus), which is an extinct species in Mexico
and alligator gar (Atractosteus spatula), which is the largest freshwater species inhabiting
the Mexican inland waters. These organisms have piscivorous habits since the larval stage,
however artificial diets have been developed and shown improved performance compared
to live food, according to morphological and biochemical variables. On the other hand, has
been shown to have greater homogeneity of size when the larvae are exposed to thyroid
hormones (TH). These hormones also cause a significant increase in the growth,
development and survival of larvae. One of the key regulators of HT is the thyrotropin
(TSH), it would be desirable to administer to the larvae. However, the problem that arises is
that upon reaching the stomach this would be likely to be denatured due to the significant
enzymatic activity presented by the larvae. That is why we look to microencapsulate the
TSH by different methods in order to protect it. We performed two methods to protect
TSH: multiple emulsion and double emulsion solvent evaporation. The multiple emulsion
was prepared by the two step method, where the first stage was composed of canola oil
while the hydrophilic and lipophilic surfactants used were Tween 80 and Grinsted PGPR,
respectively. Thyrotropin (TSH) comprised of the aqueous phase of the emulsion, using a
concentration of 1%. Homogenization was carried out in an ultrasound Sonic Ruptor, 70
kHz for 5 min, first integrating the aqueous phase (water 29.2 g) and Tween 80 (0.8 g).
Subsequently, oil phase components were added. Once protected the hormone was added to
commercial food. 30 larvae pinto gar (Lepisosteus oculatus) from a spawning were fed whit
TSH, as positive control treatment 30 larvae were used in food supplemented with T3 and a
control (30 larvae) that was provided only artificial food. For the method of double
emulsion solvent evaporation different formulations in order to obtain -efficient
encapsulation were performed, it was proceeded the incorporation of the microparticles to
the food and was conduct a second bioassay Oreochromis niloticus (50 larvae per
treatment) adding two treatments (control and blank microparticles as free food TSH). In
both bioassays sampling were taken every third day, 3 larval bioassay started and stored at -
70 © C for further analysis. The effect of hormones on larvae using mean morphological,
biochemical and molecular condition was evaluated. Both methods of encapsulation of the
hormone were effective. A clear effect of TSH encapsulated in the alligator gar with a
consequent increase in weight and total length of larvae was presented, also it was reflected
in increased metabolic activity (RNA / DNA, DNA dry weight, RNA / Dry Weight) which
helps to explain the observed morphological results. As tilapia larvae were less conspicuous
results, presumably due to its slower growth.
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1. INTRODUCCION

La importancia de la acuicultura se ha ido incrementando a nivel global, ya que esta
actividad representa una estrategia eficaz para garantizar la seguridad alimentaria. Se ha
estimado que incremento anual es de 10% y 5 %, a nivel mundial y nacional,
respectivamente, con producciones mundiales que alcanzan los 60 millones de toneladas
(Mendoza et al., 2010), mientras que la produccién nacional fue de 262,855 toneladas

(SAGARPA, 2011).

Para el continuo desarrollo de esta industria se requiere de la incorporacion de nuevas
especies, lo que necesariamente implica su domesticacion. Este proceso requiere del
estudio de la capacidad de los organismos de interés para vivir la mayor parte de su ciclo de
vida bajo condiciones artificiales (FAO / PNUMA, 1984). Las principales caracteristicas en
una especie para ser domesticada son: la facilidad o capacidad de reproducirse y desovar en
cautiverio, la posibilidad de realizar el cultivo masivo de larvas, la adaptacién al consumo
de dietas artificiales y la capacidad de crecery mantenerse en altas densidades
(Aquacop y Calvas, 1990). Las razones para iniciar la domesticacién de una especie se
relacionan con aspectos tales como econdémico (valor comercial de la especie),
sociocultural (pesca tradicional) y ecoldgico (especies sobre-explotadas o en peligro de

extincién) (Mendoza et al., 2000c; Rojas y Mendoza, 2000).

En relacion con lo anterior, los niveles poblacionales de catan (Atractosteus spatula)
y pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus) se encuentran amenazadas en EUA (Ferrara,
2001; Aguilera et alet al., 2002; SEMARNAT, 2004; Mendoza et al., 2008a), mientras que
en México los niveles poblacionales de catdn se han visto disminuidos debido, entre otras
cosas, al deterioro de su hébitat, al impacto ocasionado por la pesca comercial y a la falta
de normatividad para regular su captura (Morales, 1987). Una solucion radica en el
desarrollo de técnicas dirigidas hacia el control del desarrollo de las larvas para incrementar
su fortaleza y supervivencia. Dentro de las alternativas para lograr este control se
encuentran las hormonas tiroidianas, ya que existen resultados alentadores que muestran
una mayor homogeneidad de tallas cuando las larvas son expuestas a estas hormonas. Esto

se debe a que las hormonas tiroidianas tienen un papel muy importante en el desarrollo y la
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metamorfosis de todos los vertebrados; y se ha demostrado que, al ser administradas de
manera exdgena, provocan un incremento significativo en el crecimiento, el desarrollo y la

supervivencia de las larvas de numerosas especies de peces (Power et al., 2001).

Dentro del eje endécrino que controla la produccion de las hormonas tiroideas, la TSH
(tirotropina) es una hormona crucial ya que actia sobre la tiroides estimulando la sintesis y
secrecion de hormonas tiroideas y estimulando el crecimiento tiroideo como consecuencia
de un aumento tanto del nimero como del tamafio de las células foliculares.
Desafortunadamente, al intentar administrar esta hormona por medio del alimento, se ha
encontrado que al llegar al estdmago de la larva se desnaturaliza debido a la accién
enzimatica digestiva. Esta accion es atin mds notoria en el caso de los lepisosteidos ya que
en estos peces ha sido detectada una elevada actividad digestiva proteolitica dcida desde el
inicio de la alimentacion exdgena, en el 5° dia después de la eclosion (DDE) (Mendoza y
Aguilera, 2001; Castillo et al., 2013). Una de las posibles formas en la que se puede
proteger esta hormona es por medio de su microencapsulacion para que pueda superar la
digestion estomacal y de esta manera incrementar la posibilidad de ser absorbida en el

intestino para poder cumplir su funcién en la larva.

La microencapsulacion estd definida como la tecnologia de los sélidos o liquidos
empacados en cdpsulas que pueden liberar su contenido a tasas controladas bajo
condiciones especificas, esta metodologia ha tenido multiples usos dentro de los que
destacan el enmascaramiento del sabor desagradable de ciertos ingredientes, la conversion
de liquidos en sélidos y la liberacidon controlada de diversas sustancias como medicamentos
o ingredientes alimenticios. Una de las ventajas de la técnica es contar con un disparador
para llevar a cabo la liberacion del compuesto encapsulado, pudiendo ser este un cambio de
pH (recubrimiento entérico y anti-entérico), el estrés mecanico, la temperatura, la actividad

enzimdtica, tiempo, fuerza osmotica, etc. (Gouin, 2004).

Durante el desarrollo de esta investigacion se realizd la microencapsulacion de la
tirotropina, con la finalidad de protegerla de la actividad proteolitica 4cida presente en el
estomago de las larvas, para incrementar su incorporacién y accion sobre la tiroides,

buscando mejorar la supervivencia y desarrollo de las larvas.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Biologia

2.1.1 Pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus)

El pejelagarto pinto se distribuye desde los Grandes Lagos (Canadd/ EEUU) y Alto
Rio Mississippi (EEUU), excepto la mayor parte de Florida, hasta la Laguna Madre
(Mendoza et al., 2010). Se encuentra con frecuencia en lagos, pantanos y dreas de remanso
(Goodyear, 1966; Snedden et al., 1999), prefiriendo las zonas de espesa vegetacion o

cubierta, tales como arboles caidos (Goodyear, 1966).

Durante los meses de primavera se mueve a zonas de llanura inundadas para
desovar y alimentarse, permaneciendo a lo largo de las costas de lagos y pantanos durante
el otofio y el invierno, en los periodos de estiaje. (Snedden et al, 1999). Estos peces
prefieren salinidades que varfan de O a 10 ppt, no obstante se les ha observado en
salinidades de hasta 18 ppt en Mississippi (Goodyear, 1966). De las especies de
lepisosteidos, el pejelagarto pinto y el catdn de la Florida son las menos tolerantes a la
salinidad (Suttkus, 1963). En muchas zonas, el pejelagarto pinto, como el resto de los
lepisosteidos, es uno de los principales predadores que controlan la abundancia de las

poblaciones de peces de menor nivel tréfico (Scarnecchia, 1992; Ostrand et al. 2004).

Esta especie presenta una coloracién marrén con oliva en las regiones dorsales
laterales y la parte superior, con tonos mds claros en regiones laterales y ventral inferior
(Ross, 2001; Gilbert y Williams, 2002). Su cabeza y cuerpo estdn cubiertos por numerosos
lunares y manchas oscuras. Alcanzan una talla maxima de 819 mm, tienen un hocico y
rostro medianamente alargados. Su anchura minima es 4.5 a 11 veces menor a su longitud.
Tiene entre 53-59 escamas en la linea lateral y 45-54 predorsales. Cuentan con 14-33

branquiespinas totales (Contreras y Ruiz, 2010).

Las preferencias alimenticias de los lepisosteidos parecen depender de varios
factores, entre los que se cuentan la disponibilidad del alimento, la etapa de desarrollo y las

especies de presas (Mendoza et al., 2010). Su dieta en las primeras etapas de vida consiste
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en crusticeos e insectos, peces pequefios, y su alimentacidon cambia conviertendose
predominantemente piscivora al crecer (Suttkus, 1963; Goodyear, 1967). El pejelargato
pinto es un depredador de emboscada. Son més activos por la noche y durante el dia pueden
permanecer inméviles durante varias horas (Snedden ef al., 1999). Nadan muy lentamente
cuando estdn acechando a sus presas (Ostrand et al., 2004) o permanecen inmdviles
permitiendo que la presa se acerque, cuando la presa se encuentra a un par de centimetros,
el pejelagarto mueve rdpidamente su cabeza lateralmente y agarra la presa tragando su

cabeza primero (Redmond, 1964).

La reproduccion se presenta durante la época primavera-verano. A lo largo de la
temporada de reproduccidon se pueden encontrar decenas de individuos a pesar de que
presentan un comportamiento poco gregario (Dean, 1895; Holloway, 1954; Alemén, 1987).
Las hembras encabezan los grupos de reproductores, mientras que los machos avanzan
detras expulsando el esperma para fecundar los 6vulos, los cuales son adherentes y se fijan
a la vegetacion sumergida (Contreras, 1987). Generalmente, una hembra grande es
acompafada de tres machos de menor tamafio. Son considerados desovadores parciales con
una fecundidad promedio de 5,000 huevos por temporada reproductiva, el desove ocurre en
aguas superficiales con abundante vegetacion enraizada (Love, 2004; Contreras y Ruiz,

2010).

El pejelagarto pinto presenta dimorfismo sexual, las hembras suelen ser mds largas
y mds pesadas que los machos de la misma edad (Tyler y Granger, 1984, Ferrara 2001;
Love, 2002). A este respecto, Love (2002) reportdé que las hembras muestreadas en el
estuario del Lago Pontchartrain, Louisiana, viven mds que los machos ademds de poseer
hocicos més largos que éstos. Sin embargo, la relacion de la longitud del hocico a la cabeza
cambia de acuerdo al tamafio de los peces y, por lo tanto, no se considera una manera

precisa para identificar el sexo (Suttkus,1963).

Algunos estudios sobre el pejelagarto pinto incluyen: determinacion de la edad y
fecundidad (Redmond, 1964), la historia de las primeras etapas de vida (Simon Yy
Tyberghein 1991), la tasa de crecimiento (Redmond, 1964); habitos alimenticios
(Redmond, 1964, Goodyear, 1967), movimiento estacional (Snedden 1999) y la aplicaciéon

de hormonas tiroideas para acelerar la metamorfosis (Castillo, 2012).
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2.1.2 Tilapia (Oreochromis niloticus)

Las tilapias son organismos oriundos de aguas tropicales de Africa y han sido
introducidas hacia otros paises tropicales y subtropicales en todo el mundo. Estos peces son
robustos y de baja demanda respiratoria. Tienen gran resistencia a temperaturas altas lo que
facilita su transporte.Ademads se reproducen con facilidad. Por lo anterior, se han dispersado

enormemente fuera de su area natural (Northcott, 1992).

En general, las tilapias son de hdabitos alimenticios herbivoros con tendencia
omnivora, su dieta natural estd constituida en mayor o menor grado por plantas superiores,
detritos vegetales, algas azul-verdes, diatomeas, fitoplancton, fitobentos, perifiton,
macrofitas acudticas, zooplancton y bacterias, existiendo variaciones en cuanto a

preferencias alimentarias segun la especie y condiciones de cultivo (Northcott, 1992).

El cultivo comercial de tilapia en Latinoamérica ha crecido enormemente en los
ultimos 25 afios (FAO, 2004). En México se ha creado infraestructura con la intencidén de
hacer de la piscicultura una actividad productiva rentable y rutinaria del campo, debido a
que es una actividad capaz de proporcionar, ademds de alimento, recursos econdémicos y

empleo (Arce, 1989).

La tilapia es una de las especies mds importantes y utiles de ciclidos, no sélo para la
acuicultura de agua dulce (FAO, 2004), sino también para la investigacion en la fisiologia
(Wright y Land, 1998; Melamed et al., 1998; Seale et al 2002), la biologia y la genética
molecular (Majumdar y McAndrew, 1986; Kocher et al., 1998; Oliveira y Wright 1998;
McConnell et al 2000; Lee et al, 2003; Katagiri et al, 2005; Lee et al., 2005, Santini y
Bernardi, 2005). O. niloticus tiene una alta fecundidad pudiendo ovopositar cientos de
huevos en un desove. Por otra parte, la capacidad de reproduccion se mantiene durante todo

el ano (ciclo de desove de 2 a 3 semanas).

Estas caracteristicas hacen que O. niloticus sea un excelente modelo de especie para

el estudio de la biologia del desarrollo de los ciclidos.
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2.2 Desarrollo larvario
2.2.1 Pejelagarto pinto
Los peces presentan diferentes patrones de desarrollo, los cuales dependen de
diversos factores, entre los que se pueden mencionar el nivel evolutivo del grupo, el tamafio
y cantidad de huevos producidos, asi como el posible cuidado que los padres proporcionen
a las crias, los habitos alimenticios, las reservas de vitelo en el huevo y las adaptaciones que

presenta la especie al medio y al alimento. (Baragi y Lovell, 1986).

En este sentido Dean (1895) describié el desarrollo embrionario de los
lepisosteidos, desde la fecundacion hasta la eclosion, ademds realiz6 una comparacién con
el desarrollo embrionario de los esturiones, destacando de su estudio que los lepisosteidos
presentan un desarrollo embriolégico con caracteristicas intermedias entre los holosteos y
teledsteos. Por otro lado, Simon y Tyberghein (1991) realizaron un estudio morfolégico del
desarrollo temprano de esta especie, en el que reportan una tasa de crecimiento de 0.83

mm/dia.

Los huevos de los lepisosteidos son moderadamente grandes y las larvas se
caracterizan por un periodo vitelino extendido, como consecuencia las larvas son
relativamente grandes y estdn muy desarrolladas cuando empieza la alimentacién exdgena.
Esta etapa es altamente susceptible a la depredaciéon debido a que los huevos y las larvas
con saco vitelino se adhieren a la vegetacién, sin embargo los lepisosteidos han
desarrollado un mecanismo de defensa incorporando sustancias cardiotoxicas en los

huevos. Dentro de la familia de los lepisostéidos, los catanes poseen los huevos mas téxicos

(Burns et al.,, 1981).

En los lepisosteidos, asi como en los esturiones, el periodo que va de la eclosion
hasta el inicio de la alimentacion exdgena puede ser tan largo como el desarrollo
embrionario y es conocido como periodo pre-larval (Aguilera, 1999). Las etapas
nutricionales para el catan (Atractosteus spatula) y el pejelagarto (A. tropicus) pueden ser
distinguidas de acuerdo a los criterios establecidos por Beccaria et al., (1991) descritos en

la tabla 1.
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Tabla 1. Etapas nutricionales para el catan (Atractosteus spatula) y el pejelagarto (A. tropicus)

Longitud
total(mm)

Etapa

Descripcion

Lecitotréfica Las larvas permanecen adheridas a la vegetacién y se
(1-4 DDE) 6.8y13.5 alimentan dnicamente del vitelo, cuyas reservas todavia
permanecen en el saco vitelino
Lecitoexotréfica 12.5y225 Inicia la etapa de alimentacién exdgena, sin embargo,
(5-8 DDE) algunas larvas atin presentan reservas vitelinas
En esta etapa las larvas dependen totalmente de la
Exotrofica 22 alimentacion exdgena

El estudio mas reciente sobre el desarrollo larvario del pejelagarto pinto es el de Castillo
(2012), quien se evalud el efecto de las hormonas tiroideas (T3, T4 y TSH) administradas a
las hembras reproductoras, a los huevos y a las larvas. En esta investigcion determiné la
condicién de las larvas utilizando indices de condicién morfométricos, moleculares y
cuantificé la actividad de las proteasas digestivas. Este autor pudo observar efectos
favorables de las hormonas tiroideas como el incremento en el nimero de desoves y un
aumento en la tasa de eclosion, asi como la aceleracion del metabolismo (utilizacion de las
reservas vitelinas, desarrollo del hocico, incremento en la actividad de las proteasas

alcalinas totales y actividad tipo tripsina).

2.2.2 Tilapia (Oreochromis niloticus)

El desarrollo larvario inicia después del periodo de eclosion, definiendo el final de
este como la absorcion del vitelo (etapas 19-25). El desarrollo larvario se subdivide en dos
periodos: larvas tempranas y larvas tardias. El periodo larval temprano consiste de cuatro
etapas; etapas 19-22. Las larvas tempranas comienzan a mover sus mandibulas, aletas
opérculos y aletas pectorales. El periodo larval tardio consiste en tres etapas; etapas 23-25.
Este se caracteriza por el inflamiento de la vejiga natatoria y la funcionalizacion del
esqueleto faringeo antes de iniciar la alimentacion exdgena. El término "larva" es de uso

frecuente para el periodo del pez en metamorfosis (Kunz, 2004).
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Sin embargo, durante la ontogenia, todos los peces experimentan un periodo de
cambio estructural postembrionario, el grado de cambio varia entre especies (Youson,
1988; Sanderson y Kupferberg, 1999). Este hecho ha dado lugar a un debate amplio y
permanente en relacion con la terminologia (Balon, 1975, 1990, Kendall et al., 1915; Kunz,

2004).

En el periodo temprano del estadio larvario se presentan varios cambios dindmicos:
(1) la diferenciacion de las aletas, (2) el desarrollo de los dientes, (3) la diferenciaciéon de
varios huesos dérmicos, (4) la formacién de los primordios de las aletas pélvicas; (5) el
inflamiento de la vejiga natatoria; (6) la aparicion de iridéforos; (7) la expansion de los
melandforos, y (8) la maduracion del intestino.
La metamorfosis de la tilapia del Nilo también es mediada por estimulos endocrinos como
la accion de las hormonas tiroideas. Se ha observado que en esta especie los foliculos
tiroideos se desarrollan de la etapa 21 a la etapa 22 (Morrison et al., 2001), mientras que en
otras especies de tilapia (e.g. O. mossambicus), las hormonas tiroideas comienzan a

aumentar justo antes de la absorcion del vitelo (Reddy et. al., 1992).

2.3 Hormonas tiroideas

2.3.1 Regulacion de la funcion tiroidea

Las hormonas tiroideas juegan un papel esencial en la ontogenia de los vertebrados, y
resultan particularmente importantes para el desarrollo normal del sistema nervioso central
y periférico, corazén, higado, tracto intestinal, esqueleto y mdsculo liso (Hsu y Brent,
1998). Los niveles séricos equilibrados de estas hormonas son cruciales para la eficiencia
reproductiva normal y el desarrollo embrionario en todos los vertebrados, incluyendo peces

(Swapna y Senthilkumararan, 2007).

La tirogénesis implica la sintesis de tiroglobulina por los tirocitos, la exocitosis de
esta proteina en el lumen folicular del tejido de la tiroides, la yodacion extracelular, la
oxidacion y la glicosilacion de la proteina. La liberacion de las hormonas implica
pinocitosis de tiroglobulina por los tirocitos y la liberacion proteolitica en vesiculas

citoplasmaticas compuestas de tironina yodada, siendo estos elementos de la estructura de
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la tiroglobulina. Debido a la complejidad de la tirogenesis y la liberacion o secrecion de
hormonas tiroideas, estos eventos sélo se han descrito mamiferos adultos, y relativamente

poco se sabe de los procesos en los embriones de vertebrados (Raine, 1999).

A raiz de datos historicos, como el aislamiento de hormonas tiroideas (L-tiroxina
(T4) y 3,5,3',5'-tetrayodo-L-tironina (T3)), extractos de tiroides por Kendall (1915), y la
sintesis de la 3,5,3"-triiodo-L-tironina (T3) por Gross y Pitt-Rivers (1954), se reconoci6é que
éstas hormonas estaban involucradas en la diferenciacidn, crecimiento, metamorfosis,
desarrollo, y reproduccion. Asi mismo, sesupo que eran esenciales para el metabolismo de
la energia aerdbica, y que se encargaban de preparar el mecanismo celular para las
demandas de la tasa metabdlica, la subsecuente respiracion aerdbica y el consumo de
oxigeno. La glandula tiroidea deriva de la porcién del endodermo cefélico del tubo
digestivo del embrién (endodermo de la base de la faringe). En los teledsteos, a diferencia
de los mamiferos, no existe una organizacién tipica de la glandula, Los foliculos se
encuentran aislados o bien formando pequefios grupos dispersos en el tejido conjuntivo
debajo de la faringe. Sin embargo, la distribucidon es bastante aleatoria debido a que la

gldndula no se encuentra encapsulada por el material conjuntivo (Gudernatsch, 1911).

El tejido tiroideo estd compuesto por un epitelio cuboide dispuesto en una sola capa
que limita los espacios esféricos llenos de una sustancia coloidal. Esta estructura forma
foliculos tiroideos de didmetro variable segin la especie y el estado funcional del tiroides.
Los foliculos tiroideos son la unidad bdsica de la glandula tiroidea. De esta forma, en la
glindula tiroidea con células foliculares activas (forma ctbica), el tamafio del limen
disminuye, mientras que, si contiene células inactivas (formas aplanadas) aumenta el
limen. La tiroides se encuentra vascularizada y presenta capilares fenestrados para facilitar

el paso de las hormonas tiroideas (T3/T4) hacia los vasos (Handley, 1997).

La sintesis de hormonas tiroideas es un proceso que involucra multiples pasos de
transporte activo y concentracion de yodo en los foliculos tiroideos por un cotransportador
(Na /I-), la oxidacion de yodo atrapado por la peroxidasa tiroidea y la incorporacion de
residuos de tirosina de la glicoproteina tiroglobulina. La sintesis estd regulada por la accion

de la tirotropina, la cual es la hormona estimulante de la tiroides (TSH — Thyroid
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Stimulating Hormone). Esta glicoproteina se forma por heterodimerizacion de subunidades
a 'y b (Swapna y Senthilkumararan, 2007). La estimulacion de la tiroides por la TSH tiene
como resultado un gran aumento en la cantidad y actividad de la maquinaria sintética
(reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de Golgi) de las células foliculares. Las células
adquieren una forma columnar y el contenido luminar del coloide disminuye en gran
medida. En ausencia de la TSH, la sintesis de las hormonas tiroideas es minima o,
simplemente, no existe (Handley, 1997). La TSH interacciona con sus receptores de la
membrana de la célula folicular y, gracias a la accién de un segundo mensajero (AMPc), se

origina la respuesta celular.

La secrecion de las hormonas tiroideas se encuentra bajo control del llamado eje
hipotdlamo-hipofisario-tiroideo. En el hipotdlamo existen neuronas que sintetizan,
transportan y liberan a la neurohip6fisis diversos factores que estimulan (TRH — Tirotropin
Releasing Hormone: hormona estimulante de la TSH) o inhiben (Somatostatina, TIF —
Tirotropin Inhibiting Factor: factor inhibidor de la TSH) las células tirétropas localizadas
en la pars distalis proximalis de la adenohipéfisis. La TSH es sintetizada por dichas células
y, gracias al torrente circulatorio, alcanza la glandula tiroides, donde estimula la sintesis y
liberaciéon de las dos hormonas tiroideas (T3 'y T4) a la sangre (Handley, 1997). La
secrecion de estas hormonas implica la endocitosis de tiroglobulina yodada del lumen
folicular seguida de la digestion proteolitica en fagolisosomas y su liberacién, donde una
parte importante de las hormonas tiroideas se liberan en forma de T4 y la cual es llevada en

la circulacién unida a la globulina de unién de tiroides y prealbimina de unién de tiroides.

Estas hormonas son de naturaleza lipofilica, por lo que pueden atravesar la
membrana plasmatica y llegar al citoplasma, en donde la T4 se convierte en T3 siendo esta
ultima la forma fisioldgicamente activa de la hormona. La mayor parte de la T3 presente en
la circulacion periférica se obtiene a través de la conversion extratiroideal de T4 en T3
cuando la enzima 5°- monodesiodinasa remueve una unidad yddica del anillo exterior de T4

(Power et al., 2001; Yamano, 2005).
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La T3 atraviesa la membrana nuclear para interactuar con su receptor, que se
encuentra en el nicleo realizando una represion transcripcional. Una vez que se ha unido a
su receptor, el complejo hormona-receptor se une a los elementos de respuesta tiroidea
especificos presentes en los genes regulados por las hormonas tiroideas (Wiley y Sons,

1983).

2.3.2 Efecto de las hormonas tiroideas sobre el desarrollo larval

En las dltimas décadas se ha experimentado una gran dependencia del hombre en
relacion a los peces cultivados como una valiosa fuente alimenticia. En tal virtud, también
se han incrementado los esfuerzos de los cientificos y especialistas, para dominar las
técnicas de reproduccion y rdpida propagacion de alevines y juveniles en estanques y en
muchos cuerpos de aguas libres y/o controlados, como represas, embalses, atajados,
jagueyes, etc., asi CcOmo lagos, lagunas y rios

(http://www.fao.org/docrep/field/003/ab491s/ab491s02.htm).

En la acuicultura, la mejora en el crecimiento de los peces ha ganado gran
importancia, en particular debido al aumento en los costos de producciéon. En este punto las
ganancias pueden incrementarse mediante el uso de hormonas como alimentos aditivos
para lograr una mayor tasa de crecimiento y una menor tasa de conversion de alimentos

para producir la cosecha necesaria durante un periodo mas corto y a un costo menor (Kaur,

1998).

Al igual que en los mamiferos, el mantenimiento adecuado de la gldndula tiroides
en peces es un requisito previo para un crecimiento normal (Higgs, Fagerlund, Eales y
McBride, 1982; Weatherley y Gill 1987). En relacién con esto, se han encontrado
cantidades medibles de hormonas tiroideas tiroxina (T4) y 3,5,3 '- triyodotironina (T3),
presumiblemente de origen materno, en los huevos de diversas especies de peces (Tagawa,
Miwa, Inui, dejesus y Hirano 1990a, b; Reddy, Brown, Leatherland y Lam 1992, Lam
1994), no obstante se ha demostrado que la administracion exdgena de T4 y T3 estimula la
absorcion del saco vitelino, promueve el crecimiento, el desarrollo y/o mejora la

supervivencia en muchas especies de teledsteos incluyendo tilapias (Lam 1980; Nacario
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1983; Reddy Y Lam 1992a), salménidos (Refstie 1982; Fagerlund, McCallum, Higgs,

McBride, Plotnikoff y Dosanjh 1984, Higgs et al. 1992), y carpas, tales como Cyprinus

carpio (Lam & Sharma, 1985; Kumar, Swarup y Singh 1991) y Carassius auratus (Reddy

y Lam 1992b). El mecanismo probable de la estimulacién del crecimiento por T4/T3 es a

través del sinergismo con la hormona del crecimiento (Weatherley y Gill 1987;Farbridge y

Leatherland 1988), sin embargo no ha sido descartada una influencia directa en el

desarrollo de éstas por Tla 3 en tejido somatico, cartilago y hueso (Higgs et alet al. 1982).

Se han realizado una gran cantidad de estudios administrando hormonas tiroideas de

manera exdgena a larvas y reproductores en distintas especies de peces, a continuacion se

presenta una recopilacidon de algunos datos representativos:

Tabla II. Efecto de las hormonas tiroideas sobre el desarrollo larvario.

Especie Efecto

Referencia

Sabalote S < I : <
e acelerd6 el crecimiento desarrollo, se incrementd la
(Chanos | T4 | > o y Lam et al., 1985
) pigmentacion plateada.
Pez conejo A
. . . . . . sony Lam,
(Siganus | T4 | Mostraron una mejor supervivencia y se incremento la longitud. y 1953
guttatus)
Barbudo :
Se aceler¢ el inicio de la formacion del intestino y se incrementd la
. . "y . . z .. Brown y Bong,
Polydactylu | T3 | pigmentacion, mejord la supervivencia, se observé un crecimiento 1995
s sexfilis mas uniforme y una reduccién en la tasa de canibalismo.
Pez cebra
(Danio T3 | Aumento la pigmentacién y se aceler6 el periodo de incubacion. Walpita et al 2007
rerio)
Tilapia
(Oreochromi
s . . . Subburaju,et al.,
mossambicu | T4 | Incremento en niveles de T4 y en longitud total y estdndar. 2007
ss)
Lobina
(Morone T3 | Aumento de longitud y peso seco. Brown et al., 1998
saxatilis)
el Landines et alet
(Brycon T3 | Aumento de supervivencia y aumento de peso. 12010
orbignyanu e
s)
Pez roca K
. . . . ang y Chang,
(Sebastes | T3 | Incremento del nivel de T3 y mejor tasa de supervivencia g2}(1)0 5 £
schlegeli)
Salmon
coho : .
(Oncorhyn T3 | Incremento en longitud y peso. Higgs et al.,1979
chus

23



http://www.ecured.cu/index.php/Pez_conejo_de_mancha_dorada

kisutch)

Yamui
(Brycon
siebenthala

e)

T3

Desarrollo corporal méds homogéneo.

Garcia et al., 2004

Carpa de
la India
(Cirrhina

cirrhosa)

T3

Mejor indice de conversion de alimentos y tasa de crecimiento.

Kaur, 1998

Trucha
arcoiris
(Oncorhyn
chus
mykiss)

TSH

Aumento de los niveles de T4 plasmaéticos.

Milne y J.F.
Leatherland, 1978

Jurel
(Seriola
lalandi)

T3

Incremento de supervivencia.

Tachihara, 1997

Lenguado
(Paralichth
ys
olivaceus)

TSH

Aceleracion de metamorfosis.

Inui et al., 1989.

Channa
gachua
(Ophicepha
lus gachua)

TSH

Aumento de la actividad de la peroxidasa tiroidea.

Chakraborti y
Bhattacharya,
1977

Salmén
coho
(Oncorhyn
chus
kisutch)

TSH

Cambios ultraestructurales en la proliferacion del foliculo,
incremento en el numero de organelos citoplasmaticos y secretores.

Nishioka et al.,
1987.

Pez dorado
(Carassius
auratus)

TSH

Incremento en el nivel plasmatico de T4

Miller et al., 2010

Trucha
(Salvelins
fontinalis)

TSH

Incremento en el nivel plasmatico de T4

Chan H. y Eales,
1976.

Pez gato
(Galeichthy
s felis)/
Raya latigo
(Dasyatis
sabina)

TSH

Aumento de la liberacién de tiroxina, incremento en el drea ocupada
por el epitelio en las secciones a través de la glandula.

Rodney y Sage,
1973

2.4 Microencapsulacion

La encapsulacion se puede definir como una técnica por medio de la cual gotas

liquidas, particulas sélidas o gaseosas, son cubiertas con una pelicula polimérica porosa

conteniendo una sustancia activa (Araneda y Valenzuela, 2009), esta membrana, barrera o

pelicula estd generalmente hecha de componentes con cadenas para crear una red con

propiedades hidrofobicas y/o hidrofilicas (Fuchs et al., 2006). Se utiliza de igual manera el
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término de microencapsulacion en la industria alimentaria, cuando se encapsulan sustancias
de bajo peso molecular o en pequefias cantidades, aunque los dos términos, encapsulacion y
microencapsulacion, se emplean indistintamente (Yanez et al., 2002).

Los procesos de encapsulacién fueron desarrollados entre los afios 1930 y 1940 por
la National Cash Register para la aplicacion comercial de un tinte a partir de gelatina como
agente encapsulante (Yafez et al., 2002). El inicio de los productos de microencapsulaciéon
comenzo en 1950 con las investigaciones relacionadas con la presion-sensitiva de cubierta

para la elaboracion de papel destinado a copias (Madene, Scher y Desobry, 2006).

Entre las primeras aplicaciones practicas de la microencapsulacion destacan las de
la industria farmacéutica, médica, textil, de alimentos (Dutta et al., 2009;), pesticida
(Araneda y Valenzuela, 2009; Li et al., 2009), cosmética, quimica (Fuchs et al., 2006), de
imprenta (Madene, Scher y Desobry, 2006) agroquimica (Villamizar y Martinez, 2008)
fragancias, tintes, agentes antimicrobianos (Zong et al., 2009) biomédica (Champagne y

Fustier, 2007; Luo y Pozrikidis, 2009) y de plasticos (Dutta et al., 2009).

La microencapsulaciéon protege a los materiales encapsulados de factores como el
calor y la humedad, permitiendo mantener su estabilidad y viabilidad, también se ha
utilizado para mejorar el sabor y la estabilidad de medicamentos y como barrera contra
malos olores y sabores. Ayuda, ademds, a que los materiales fragiles resistan las
condiciones de procesamiento y empacado mejorando sabor, aroma, estabilidad, valor
nutritivo y apariencia. En el caso de firmacos cuya liberacién se lleva a cabo en el
estomago o en el intestino, permite una maxima absorcién de los compuestos con un
minimo de reacciones adversas. Ademds la microencapsulacion protege a los probidticos de
los bacteri6fagos y de los ambientes adversos, como la congelacion y las soluciones
géstricas, y facilita la manufacturacion de productos fermentados, ya que, proporciona

condiciones mas constantes.

Las microparticulas tienen un tamafio que oscila desde 1 a 250 mm. Dentro de este
grupo se incluyen las microcapsulas, que son sistemas vesiculares en los que el farmaco

estd confinado en una cavidad rodeada de una tUnica membrana polimérica; y las
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microesferas que son sistemas con matrices en las que el firmaco estd disperso en la

particula.

Existen varios métodos para lograr la encapsulacion de ingredientes entre los que se
encuentran: secado spray, recubrimiento en suspension de aire, extrusion, spray cooling y
spray chilling, coacervacion, complejos de inclusién y polimerizacion interfacial (Dziezak,
1988). La seleccion del método de encapsulacion estd en funciéon de los costos, de las
propiedades del material a encapsular, del tamafio deseado de las microcdpsulas, la

aplicacion y de los mecanismos de liberacién (Pedroza, 2002).

2.4.1 Emulsiéon maltiple

Hoy en dia muchas sustancias pueden ser encapsuladas en particulas en polvo

s6lidas o microencapsuladas en emulsiones estructuradas (Palzer, 2009).
Una emulsion es la mezcla de dos sustancias inmiscibles entre si a través de un agente
tensoactivo o surfactante. Las emulsiones estdn constituidas por tres regiones, las cuales
presentan propiedades fisicoquimicas diferentes. Una fase dispersa, una fase continua y una
interfase (membrana interfacial). Todas las moléculas o ingredientes de la emulsion se
distribuyen de acuerdo con su concentracién y polaridad, a lo largo de las regiones
mencionadas anteriormente. Las moléculas polares tienden a localizarse en la fase acuosa,
las moléculas no polares tienen afinidad por la fase oleosa, y las moléculas anfifilicas se
localizan en la interfase (McClements, 2005).

Ademads de las emulsiones convencionales O (aceite) / W (agua) y W/ O, también
es posible preparar distintos tipos de emulsiones multiples, por ejemplo, aceite/agua/aceite
(O1/W/0O2) o agua/aceite/agua (W1/0O/W2) (Garti, 1997). Recientemente, se ha investigado
como crear emulsiones multiples estables que se pueden utilizar para controlar la liberacion
de determinados ingredientes, reducir el contenido total de grasa de los productos
alimenticios a base de emulsion, o para aislar un ingrediente de otro ingrediente con el que
normalmente podrian interactuar (McClements, 2005).

Las emulsiones multiples del tipo agua/aceite/agua (W1/O/W2) consisten de gotas
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de agua dispersas en grandes globulos de aceite, los cuales estdn dispersos a su vez en una
fase acuosa continua (McClements, 2005). Aprovechando su estructura de doble
compartimento, ha surgido un interés creciente hacia las emulsiones multiples, desde su
primera descripcion en 1925 (Seifriz, 1925), al ser consideradas como reservorios de
substancias encapsuladas para ser liberadas bajo condiciones variables. Aunque las
emulsiones multiples permanecen sin ser usadas frecuentemente en la industria, sus
aplicaciones potenciales son numerosas y el estudio de estos sistemas es actualmente un
campo activo de la investigacion, especialmente en dreas como biorremediacién (Pimentel-
Gonzélez, et al., 2008), farmacéutica, cosméticos (Bais y Lapasin, 2003) y alimentos
(Dickinson y McClements, 1996). Las emulsiones W1/O/W2 permiten la encapsulacion de
moléculas activas en la fase acuosa interna, y esto hace posible enmascarar sabores u
olores; proteger moléculas contra la oxidacion, luz o degradacién enzimdtica; o para

asegurar la liberaciéon controlada de los ingredientes activos encapsulados.

Las emulsiones dobles son preparadas tradicionalmente mediante el método de dos
etapas con dos tensoactivos de solubilidad opuesta. Para producir una emulsion W1/0/W2,
primero se utiliza un tensoactivo con un valor de balance hidréfilo-lipéfilo bajo (HLB< 5)
el cual es disuelto en aceite. Después, se afiade agua, se homogeniza y se forma una
emulsion W1/0. El sistema es entonces re-emulsionado en una solucién acuosa de
tensoactivo con un HLB alto (>10) para producir una emulsién doble (W1/0/W2). Ambos
tensoactivos se mezclan en las interfaces agua/aceite, y el tiempo de vida de las peliculas
formadas en las interfaces es gobernado por la composicién de la mezcla binaria de
surfactantes (Pays, et al., 2001). Sin embargo las emulsiones formuladas asi, no son del
todo estables, particularmente cuando se usan en sistemas hidrodindmicos sujetos a altas
tasas de corte, aqui radica la importancia de conocer las propiedades de los tensoactivos y

polimeros de la encapsulacion.
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2.4.2 Emulsion multiple con evaporacion de solvente

La evaporacion del solvente es un método ampliamente usado en preparacion de
microcapsulas hechas de polimeros biodegradables. Primeramente, se requiere la formacién
de una emulsién que puede ser: aceite en agua (o/w), aceite en aceite (0/0) y agua en aceite
en agua (w/o/w). La eleccion de la naturaleza de la fase interna y externa depende de las
propiedades hidrofilicas-hidrofébicas del principio activo que se va a asociar con el

transportador (Kawashina et al., 1998; Valero et al., 1985).

Para acelerar el proceso de formacion de las microparticulas el disolvente es eliminado a
baja presion (y normalmente a baja temperatura) para aumentar la viscosidad de la fase
interna, seguida del aislamiento de las microesferas (Saez et al., 2004). Las microparticulas
formadas son lavadas y recolectadas por filtracidon o centrifugaciéon (Blanco et al., 1995) y

secadas por liofilizacion u otro proceso de secado (Ramos et al., 2000).

Aunque este método es conceptualmente simple, muchas variables pueden influir en
el producto final, tanto en las propiedades fisico-quimicas, incluyendo la eficiencia de
encapsulacion (Amstrong et al., 1995), como en el comportamiento de la liberacion del
principio activo desde las microcapsulas in vitro e in vivo. Estas variables son: la velocidad
de agitacién en la emulsificacion, el tipo y concentracion del tensioactivo, la relacién de la
fase dispersa-fase continua (Conti et al., 1995), las condiciones en las que el solvente es
evaporado (Soriano et al., 1995). También influye el tipo y porcentaje de principio activo,
el tipo de solvente, la relacién principio activo-polimero, los polimeros empleados, asi

como su concentracion y masa molecular (Amstrong et al., 1995).

2.4.3 Caracteristicas de los polimeros de microencapsulacion

2.4.1 Goma arabiga

Las dispersiones coloidales estan implicadas en multiples productos alimenticios.
En la mayoria, las proteinas y polisacaridos estan presentes es su elaboracion. Las proteinas
son los principales estabilizadores, mientras que los polisacdridos confieren estabilidad a

través de su espesamiento y estabilizacion estérica, como resultado de su actividad en la
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superficie o la interaccidn con las proteinas. Varios polisacdridos incluyendo las gomas se
han utilizado para mejorar la estabilidad de las emulsidnes (Dickinson y Euston, 1991;
Garti, 1999; Yilmazer,Carrillo, y Kokini, 1991).

Las propiedades reolégicas resultantes varian dependiendo de la concentracion de la
goma, el tipo de polisacarido, peso molecular, la presencia de grupos funcioales y también
del grado de interaccion entre proteina-polisacdrido. (Campanella, Dorward, y Singh,
1995).

La goma ardbiga (GA) es el exudado gomoso comercial mds comin, es un
polisacdrido de alto peso molecular y se produce principalmente en las regiones de Africa
de las cuales Sudan es el mayor productor del mundo (Verbeken, Dierckx, y Dewettinck,
2003). La GA se obtiene a partir de arboles de las especies de Acacia tales como Acacia
seyal senegal y Acacia spp., donde la primera es la principal fuente de ésta (Al-Assaf,

Phillips, y Williams, 2005; Churms, Merrifield, y Stephen, 1983).

La estructura quimica de la GA se compone de una cadena de unidades de [J-
Galactopiranosa unida a través de las posiciones 1-3, con cadenas laterales de unidades de
Galactopiranosa 1-6 terminadas en residuos de 4cido glucorénico o 4-0 metil glucorénico.
Algunos grupos adicionales se unen también a las posiciones C-3 sobre las cadenas
naturales de Galactosa. La hidrélisis completa de la molécula produce los 4 azucares

constituyentes bdsicos: D- Galactosa, L-Arabinosa, L-Ramnosa y D-Acido glucorénico

(Street y Anderson, 1983).

La goma ardbiga presenta actividad emulsificante que se produce en la interfase de
la emulsion aceite-agua (O / W), esta propiedad se le atribuye a la fraccion de proteina
arabinogalactano (AGP) (Al-Assaf, Katayama, Phillips, Sasaki, y Williams, 2003; Islam,
Phillips, Sljivo, Snowden, y Williams, 1997), la cual se une covalentemente con estructuras
de polisacdridos altamente ramificados (Dickinson, Elverson, y Murray, 1989; Dickinson,

Galazka, y Anderson, 1991; Randall, Phillips, y Williams, 1988).

Los restos de ésta proteina en la estructura ayudan a estabilizar la emulsion contra la
coalescencia y la floculacién a través de impedimento estérico derivados de los que

sobresalen las cadenas de hidratos de carbono hidréfilos (Bergenstahl, Fogler, y Stenius,
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1986; Dickinson, Galazka, y Anderson, 1991a; Savary, Hucher, Bernadi, Grisel, y Malhiac,
2010).

La goma drabe tiene miultiples usos en la industria farmacéutica, de alimentos
(confiteria, peliculas protectoras para sabores) y en gran medida en la industria de las
bebidas para la estabilizacién de sabor disperso en los aceites. Se ha demostrado que la
fraccion de proteina que contiene se adsorbe fuertemente en la interfase aceite-agua
(Randall, Phillips, y Williams, 1988). Por lo tanto, la goma drabiga no sélo mejora la
viscosidad de la fase acuosa como la mayoria de los demds gomas de polisacéridos,
también forma una capa macromolecular gruesa alrededor del gotitas de la emulsion, lo que

resulta en una buena estabilizacion estérica.
2.4.2 Eudragit

Los sistemas de liberacion controlada (microparticulas, nanoparticulas, y liposomas,
etc) son usados para obtener una liberaciéon prolongada y controlada de un compuesto

activo, asi como para mejorar su biodisponibilidad (Cetin et al., 2010).

Dentro de los materiales para la elaboracién de estos sistemas, algunos polimeros
como los derivados metacrilicos han despertado un indudable interés en diferentes areas
industriales como consecuencia de sus propiedades adhesivas, plasticas y de su capacidad
de recubrimiento, estos se conocen comercialmente como Eudragit® (Lira, 2009). Estos
son copolimeros derivados de ésteres de acido acrilico y metacrilico cuyas propiedades
fisicoquimicas son determinadas por sus grupos funcionales (R). Los polimeros Eudragit
(Poly-methacylic acid-co-methyl methacrylate) L, S, FS y E con grupos écidos o alcalinos
permiten la liberacion del principio activo en forma dependiente del pH (Evonik Industries
AG Pharma Polymers. www.evonik.com.). Estas resinas acrilicas son particularmente
atractivas en este campo como consecuencia de su elevada estabilidad quimica, de su
compatibilidad con diferentes materiales y del considerable nimero de variedades
disponibles, que cubren un amplio espectro de caracteristicas de solubilidad, permeabilidad

y de formas de presentacion (Rowe et al., 2000).
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Entre las numerosas aplicaciones que han encontrado los Eudragit como excipientes
en formas de dosificacion sélidas, hay que destacar, en primer lugar, su empleo como
materiales de recubrimiento. Asi, los grupos funcionales amino de la cadena lateral de las
variedades E dan lugar a la formacion de peliculas solubles a pH acido que resultan de
utilidad para la liberacién de farmacos a nivel géstrico, para conseguir un efecto protector
frente a la humedad y frente a otros factores ambientales o para el enmascaramiento de las
propiedades organolépticas de algunos farmacos. Las formas ani6nicas de Eudragit (FS, L'y
S), que incorporan en su estructura grupos carboxilicos, son solubles a valores mas
elevados de pH y han encontrado aplicacién como materiales gastroresistentes (Moustafine
et al., 2000).

Una serie de estudios de reciente publicacidn ratifican la utilidad y el interés de este
grupo de copolimeros como materiales de recubrimiento para comprimidos, cépsulas,
granulos y pelets (Kiihl y Mielck, 2002; Mura y col., 2003; Lee y col., 2005; Siepmann y
col., 2005; Huyghebaert y col., 2005; Moustafine y col.,, 2006; Young y col., 2007;
Poelvoorde y col., 2008; Tian y col., 2008; Kucera y col., 2008).

2.5 Indices de condicion fisiologica e indicadores de desarrollo

El crecimiento y sobrevivencia de las larvas de peces depende, en gran medida, de
su alimentacion, la cual, a su vez, estd determinada tanto por la disponibilidad de alimento,
como por su habilidad para consumirlo durante el periodo critico de la reabsorcién del
vitelo (Ehrlich, 1974). El principal objeto de preocupacién de la mayoria de los bidlogos
pesqueros y acuacultores ha sido la determinacion de la condicién nutricional y el punto de
no-retorno (PNR), tanto de las larvas capturadas en su medio ambiente natural, como de

aquéllas mantenidas en cautiverio (Mendoza et al., 2002).

La condicion de las larvas y el estudio de su metabolismo, han sido estimados por medio de
diferentes pardmetros, entre los que se encuentran una gran variedad de indicadores
morfoldgicos, histologicos o bioquimicos. A continuaciébn se presenta una breve

descripcion en la Tabla III. (Mendoza et al., 2002, Ferron y Legget, 1994).

31



Tabla III. Indicadores de condicion nutricional en larvas.

‘ Indicador

Morfolégicos | Estos cambios se expresan como tasas o vectores multivariados de
medidas corporales.

Histologicos Se detectan a través del andlisis de la apariencia y arreglo de las
células en los diferentes tejidos del pez, especialmente en el tejido
digestivo.

Bioquimicos La condicion se estima por medio de la cuantificacion de los
constituyentes quimicos utilizados como sustratos energéticos.

Moleculares
Se basan en las variaciones de los niveles de dcidos nucleicos y en su

relaciéon con la expresion diferencial de proteinas y el peso de los
individuos.

2.5.1 Actividad de las enzimas digestivas

En la acuicultura, el desarrollo de dietas capaces de sustituir a los alimentos vivos
requiere del conocimiento de los procesos digestivos que ocurren durante la ontogenia. De
esta manera, la formulacion del alimento adecuado para cada especie, contribuye a obtener
un incremento en las tasas de crecimiento y supervivencia para cada especie (Cahu y
Zambonino, 1997; Lazo et al 2000a).

Los cambios que se presentan durante el desarrollo morfolégico del tracto digestivo
estdn acompafiados necesariamente por cambios en su funcionamiento, principalmente en
el tipo de enzimas digestivas producidas y en el nivel de actividad de las mismas. La falta
de un equipamiento enziméatico completo, al inicio de la alimentacién exdgena, ha sido una
de las principales razones atribuidas a la dificultad para utilizar dietas artificiales por las
larvas de peces. Al mismo tiempo, se ha encontrado una correlacion entre el incremento de
la actividad enzimdtica con el funcionamiento del estdmago y la habilidad para digerir los
alimentos artificiales (Alliot er al., 1977; Lauf y Hofer, 1984; Buddington, 1985;
Ueberschar, 1985; Person-Le Ruyet, 1990; Dabrowski y Culver, 1991; Moyano et al.,
1996).

Debido a su papel esencial en las reacciones metabdlicas, las enzimas son buenos

indicadores de la condicion de un organismo. De aqui que para las larvas de peces, el nivel
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de actividad de las enzimas digestivas resulte adecuado como indicador bioquimico de la
actividad de alimentacién (Lazo et al., 2011).

Para la correcta evaluacion de la condicion y desarrollo del sistema digestivo en las
larvas de peces es necesario segmentar sus caracteristicas durante el desarrollo. A este
respecto, Budington (1985) definié tres etapas para completar una maduracion total del

sistema digestivo en peces (Tabla IV)

Tabla IV. Etapas de maduracion del sistema digestivo en peces.

Primera fase . . ..
. iy Se produce la diferenciaciéon del tracto y se presenta una actividad
(alimentacion . ...
A enzimadtica incipiente
endogena)
Segunda fase | El sistema digestivo no estd atn completamente diferenciado y por
(inicio de la ende la digestion es semejante a la de las especies sin estdmago,
alimentacion caracterizadas por su baja capacidad digestiva, lo cual compensan por
exdgena) medio de la macro-pinocitosis de proteinas y su digestion intracelular
Tercera fase . S ..
. . El sistema digestivo se completa y se presenta una actividad
(alimentacion . . . .
P enzimadtica similar a la de juveniles
exogena)

En funcién de lo anterior, se considera que la diferenciacion del sistema digestivo
finaliza con la formacion de glandulas géstricas funcionales en el estdmago y este evento se
encuentra estrechamente relacionado con la terminacion del periodo larval (Verret y Van

Tongeren, 1989; Verret et al., 1992; Walford y Lam, 1993; Moyano et al., 1996).

La ontogenia de la actividad enzimdtica digestiva del catin comienza con una
actividad proteolitica dcida desde el inicio de la alimentacion exégena (5 DDE), antes de la
completa absorcion del saco vitelino. Del 2 al 9 DDE, las actividades de tipo tripsina,
quimotripsina y aminopeptidasa se incrementan gradualmente. A partir de los 8 DDE, la
actividad de las fosfatasas alcalinas aumenta, vinculado a esto se presenta un aumento en la
altura de las células del epitelio intestinal, por lo cual esta actividad resulta indicativa de la
maduracion del intestino (Aguilera, 1999; Ruiz, 2000, Mendoza et al., 2000d; Mendoza et
al., 2002a).

Castillo (2012) describe que el pejelagarto pinto sigue un patrén de desarrollo muy

similar al de las larvas de otras especies de lepisosteidos, iniciando la actividad total de la
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tripsina, proteasas alcalinas totales y leucina-aminopeptidasa a los 3 DDE mientras que la
actividad proteolitica dcida se comienza a detectar a los 6 DDE, coincidiendo con el
momento en que inicia la alimentacion exdgena. En esta misma investigacion larvas de
pejelagarto pinto fueron expuestas a tratamientos con hormonas tiroideas, observandose un
incremento significativo de la actividad de las proteasas alcalinas totales y de la tripsina a
los 9 y 6 DDE, respectivamente. Igualmente, la actividad tipo leucina-aminopeptidasa
resulté mayor a los 3 y 9 DDE, en los tratamientos T3 (triyodotironina) y T4 (tiroxina),

indicando que las hormonas tiroideas aceleran el desarrollo del tracto digestivo.

2.5.2 Acidos nucleicos

La necesidad de contar con indicadores confiables y sensibles a la condicidn
nutricional y el crecimiento, ha conducido diferentes esfuerzos hacia el desarrollo de
indicadores moleculares. Se ha mostrado que entre varios indicadores, la tasa entre el
contenido total de RNA con respecto al del DNA (RNA/DNA) resulta un indicador muy
util para evaluar la condicién nutricional de diferentes organismos acudticos (Mendoza et

al., 2010).

El principio tedrico de la utilizacion de la relacion RNA/DNA asume que el
contenido de DNA es virtualmente constante en las células somaticas, de tal manera que las
concentraciones tisulares reflejan el nimero de células y es independiente de la condicién
nutricional. Mientras que, la cantidad de RNA celular, y principalmente de RNA ribosomal
(RNAr) disponible en los tejidos, es directamente proporcional al nivel de sintesis de
proteinas, por lo cual puede verse afectada por la condicidon nutricional (Mendoza et al.,
2002). De esta forma, la relacion entre el contenido total de RNA y DNA representa un

indice de la intensidad metabdlica celular (Clemmesen, 1996).

El RNAr representa mas del 90% del RNA celular, por lo tanto los cambios en la
relacion RNA/DNA estardin mas relacionados con cambios en la relacién de sintesis
ribosomal, el turnover de los ribosomas, o una combinacién de ambos mecanismos. Por
consiguiente, el aumento en la relacidon de crecimiento y la relacion RNA/DNA seria el

resultado de un incremento en la sintesis de RNAr y la formacion de nuevos ribosomas, o

34



un aumento en la eficiencia de los ribosomas al inicio de la sintesis de proteinas, en
conjunto con un furnover mas bajo de

los ribosomas en los tejidos. Sin embargo, este incremento de la cantidad de RNAr se
acompafa de un aumento de la traduccion y por lo tanto de la

sintesis de las proteinas celulares (Westerman y Holt, 1988)

La relacion RNA/DNA no se ve afectada por el nimero de células. Sin embargo, se
ha reportado que la sola estimacién de la concentracion de RNA puede ser un buen
indicador del crecimiento. Incluso, se ha argumentado que puede resultar de mayor utilidad
que la estimacion de la relacion RNA/DNA, ya que esta relacion estd influenciada no sélo
por el contenido de RNA, sino también por la concentracién nuclear y el tamafio de las
células (Moss, 1994). En contraste, se ha reportado que la concentracién de DNA, ademas
de ser un indicador del nimero de células, no es sensible a los cambios en las condiciones
ambientales. De aqui que la relacion RNA/DNA sea un indice mds preciso de la actividad

metabdlica que la estimacion de la concentracion de RNA (Steinhart y Eckmann, 1992).

Al igual que la relacion RNA/DNA se han propuesto diferentes indices con el
objetivo de buscar respuestas mds precisas que reflejen la condicién fisioldégica de las
larvas, como la concentracion de RNA total, relacion DNA/peso seco y relacion RNA/peso

seco (Buckley et al., 1999).

Esto provee una excelente herramienta para confirmar la actividad de crecimiento
de las larvas y juveniles y ha probado ser un indicador util de la condicién nutricional,
como ha sido mostrado en diferentes estudios con larvas de peces (Westerman y Holt,

1988; Grant, 1996; Rooker, 1997; Buckley et al., 1999; Fukuda et al., 2001).

Dentro de este contexto, Mendoza et al., (2010) cuantificaron los acidos nucleicos
totales en larvas de catan, de acuerdo al método de Westerman y Holt (1988), y observaron
que mientras las larvas de catdn alimentadas con presas o con dietas artificiales aumentaban
en peso y en tamafio, las concentraciones de DNA y RNA se incrementaban igualmente. Lo

que permitié suponer un aumento de la proliferacion celular y un incremento paralelo en la
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cantidad total de RNA disponible para la sintesis de proteinas, mismas que serian
canalizadas para el crecimiento como habia sido previamente reportado por otros autores
(Houlihan, 1993; Mathers et al., 1994). Por otra parte, se observé un aumento gradual en la
tasa RNA/DNA en el dia 13 DDE y de ahi en adelante permanecié constante, sugiriendo
que el crecimiento como producto de una mayor sintesis proteica intracelular se
estabilizaba en esta etapa y que las larvas continuaban creciendo con la misma intensidad

metabdlica.

Por otro lado, Castillo (2012) sometié larvas de catan a distintos tratamientos de
hormonas tiroideas, observando que la administracion de T3 provocaba un aumento
significativo en la relacion DNA:Peso Seco y RNA:Peso Seco a los 0 DDE. Sin embargo la
relacioén RNA:DNA no funcioné como un indicador del efecto de las hormonas tiroideas en
esta especie. A diferencia del catan, en el pejelagarto pinto, la relacion RNA:DNA fue
significativamente menor en el tratamiento control con respecto a los tratamientos con

hormonas a los 0 DDE.
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3. HIPOTESIS

Si se administra de manera oral la TSH protegida (microencapsulada) en las etapas
larvales de Lepisosteidos y ciclidos, entonces se facilitard su incorporacion, lo que

permitird observar efectos positivos en su desarrollo y supervivencia.
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4. JUSTIFICACION

El pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus), perteneciente a la familia de los
lepisosteidos, es una especie endémica y pancrénica con importancia cientifica y comercial
que se encuentra amenazada en EUA y en peligro de extincién en México, por lo que es
imperativo buscar alternativas para preservarla. Una de estas alternativas es la
administracion de hormonas a los peces ya que permiten incrementar el desarrollo y la
supervivencia de las larvas, ademds ofrecen la ventaja de que las larvas puedan presentar un
crecimiento mayor y mds homogéneo lo que a su vez permite reducir el canibalismo en el
cultivo. Desafortunadamente la importante y precoz actividad digestiva de las larvas impide
que los lepisosteidos pueda ser alimentados con una dieta artificial suplementada con TSH
libre. Por lo que en el presente estudio se decidié evaluar distintos métodos de
microencapsulacién con el fin de proteger la TSH y que de esta manera pudiera ser

aprovechada por los organismos, mejorando su supervivencia y desarrollo.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general
Encapsular la tirotropina (TSH) para su administraciéon por vial oral a larvas de
Lepisosteidos y otras especies con la finalidad de incrementar su supervivencia y

acelerar su desarrollo.

Objetivos particulares:

Evaluar métodos para la microencapsulaciéon de TSH que puedan ser utilizados en
alimentos para peces

Evaluar el efecto de diferentes formas de administracion oral de TSH en el
desarrollo de larvas de pejelagarto pinto y tilapia por medio de diferentes criterios

(bioquimicos, morfolégicos y moleculares)
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Incorporacion de tirotropina en alimento para peces

6.1.1 Microencapsulacion de tirotropina por emulsion miltiple

La emulsiéon multiple se prepard siguiendo el método de dos etapas de Ibarra et al.,
(2012). La fase acuosa interna de la emulsién fue formada por el surfactante hidrofilico
Tween 80 (polysorbato, 0.8 g) y agua destilada (29.2 g). La TSH form¢ parte de la fase
acuosa interna en una concentracion de (0.8 IU). Para la fase oleosa se utilizé Grinsted
PGPR (polyglicerol, 6.4 g) como surfactante lipofilico y Aceite de canola comercial
(63.6 g). La fase acuosa y oleosa fueron homogenizadas en el equipo OMNI GLH 01 a
1000 rpm por 10 min. Posteriormente para formar la emulsién multiple, se agregaron 10
g de la emulsién primaria a 85.08 g una solucidn del biopolimero Goma arabiga (35.73
% solidos totales) a 1500 rpm, una vez integrada la emulsién multiple se adiciond al
alimento comercial (Nutripec, Alimento balanceado para peces, 44% de proteina y 15%

de grasa) por medio de una propela de agitacion (WiseStir HS-50?).

6.1.2 Microencapsulacion de tirotropina por emulsion miltiple con evaporacion
de solvente

Esta emulsién se prepar6 a 4° C en un equipo de homogenizacién VD11,12,VWR
siguiendo la metodologia de Galindo et. al., 2004 con algunas modificaciones. La TSH
(0.8 IU) form6 parte de la fase acuosa interna (1 mL de agua destilada), mientras que la
fase oleosa constd del polimero resistente a los cambios de pH Eudragit E100 (Evonik
24938-16-7) disuelto en el solvente diclorometano (5 mL). La fase acuosa se agregd
gota a gota a la fase oleosa. Una vez lista la primera emulsion, se agregd a la fase
externa alcohol polivinilico (PVA) en distintas concentraciones, seguin la formulaciéon
utilizada, y asi completar la emulsiéon doble. Finalmente, el solvente se evapord en un
rotavapor Heidolph Labrota 4003 a 140 rpm/28 ° C/ 28 min. Las microcapsulas fueron
incorporadas a la dieta comercial por medio de un atomizador, inmediatamente se

mezclo el alimento por 20 min en un recipiente y se cribé en malla (medidas 1.19 mm),
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finalmente se dejo secar por 3 h en estufa a 35 ° C y se almacend en refrigeracién a - 14

°C.

6.1.3 Adicion de T3 al alimento

La T3 (3,3’,5-Triiodo-L-thyronine, SIGMA No. Cat. 564605), utilizada como control
positivo del efecto de la TSH, se incorpor6 al alimento por medio de atomizacién (0.1 mg
de T3 en 100 g de alimento), posteriormente se mezcld en un recipiente por 20 min. De
acuerdo con el requerimiento de las larvas se cribé en malla (1.19 mm) para obtener un
tamafo apropiado de alimento, se agregd betaina (1 %) como atractante para los peces
y se dejo secar por 3 h en estufa a 35° C, al finalizar se almacené en refrigeracion hasta

el bioensayo (-14° C).

6.1.4 Adicion de TSH libre en el alimento

La tirotropina se incorporé al alimento por medio de atomizacién en una
concentraciéon de 0.8 TU en 100 g de alimento, posteriormente se mezclé en un recipiente
por 20 min y se cribé en malla (1.19 mm) para obtener un tamafio apropiado de alimento,
se agregd betaina (1 %) como atractante para los peces y se dejo secar por 3 h en estufa a

35° C, al finalizar se almacend en refrigeracion hasta el bioensayo (-14° C).

41



6.2 BIOENSAYOS DE ALIMENTACION DE LARVAS DE PECES
6.2.1 Pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus)

Larvas de pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus) de 9 DDE, obtenidas de un
desove tnico fueron alimentadas con 3 tratamientos, (dieta control, alimento suplementado
con T3, alimento con microparticulas de TSH por emulsion midltiple). Para cada
tratamiento se utilizaron 30 larvas por acuario con 3 repeticiones, manteniendo una
temperatura de 21 °C. El alimento correspondiente fue administrado al 12% en base al peso
larvario cada 4 horas. El cultivo tuvo una duracion de 15 dias. Se recolectaron 3 larvas por
acuario cada tercer dia (9, 12, 16, 21 DDE). El muestreo se realizé durante la mafiana, antes
de la primera alimentacién, se fotografiaron para el andlisis morfométrico y se congelaron a
-70°C para la cuantificacién de las hormonas tiroideas, andlisis de acidos nucleicos y

actividad de las enzimas digestivas.

6.2.2 Tilapia (Orechromis niloticus)

En el bioensayo realizado se utilizaron larvas de tilapia (Orechromis niloticus) de 6
DDE, obtenidas de distintos desoves, a las cuales se les administraron los tratamientos:
dieta control sin hormona, dieta suministrada con T3, dieta suministrada con
microparticulas blanco (sin TSH), dieta adicionada con TSH libre y dieta con TSH
encapsulada por emulsion doble con evaporacion de solvente. Para cada tratamiento se
utilizaron 50 larvas por acuario con 3 repeticiones, manteniendo una temperatura de 26° C.
El alimento correspondiente fue administrado al 12 % en base al peso larvario cada 4 horas.
El cultivo tuvo una duracion de 21 dias. El muestreo se realizé durante la mafiana, antes de
la primera alimentacion, recolectando 3 larvas por acuario cada tercer dia (6, 9, 12, 15, 18,
21, 24, 27, 30, 33 DDE), las larvas se fotografiaron para el andlisis morfométrico y se
congelaron a -70°C para la cuantificacion de las hormonas tiroideas, andlisis de 4cidos

nucleicos y actividad de las enzimas digestivas.
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6.3 Actividad de las enzimas digestivas

6.3.1 Obtencion del extracto enzimatico

La determinacién de enzimas digestivas se llevé a cabo utilizando el sistema digestivo de
las larvas (3 larvas por acuario) con el propdsito de eliminar los inhibidores enzimadticos
que pudieran estar presentes en la musculatura, asi como otras enzimas relacionadas con el
metabolismo de las proteinas musculares (Castillo, 2012). Las muestras se homogenizaron
con un Potter-Wheaton en 700 uL de agua destilada en un bafio de hielo, se tom6 una
alicuota de 200 uL y el resto del homogenizado se centrifugd a 16,000g durante 30 min a
4°C (Eppendorf Centrifuge 5417 R). El sobrenadante se almacend en alicuotas de 200 uL a

-20°C hasta ser analizadas.

6.3.2 Cuantificacion de proteina soluble

La cantidad de proteina soluble en las larvas se cuantificé de acuerdo al método de
Bradford (1976). La curva estdndar se preparé con albumina de suero bovino (0-1000
pg/ml). Se manejé el protocolo para microplacas de 96 pozos, realizando diluciones de las
muestras hasta encontrar una concentracion adecuada de lectura. En cada pozo se colocaron
(10 uL) de muestra con 250 uL del reactivo (azul de Coomassie). Se incubd la placa a
temperatura ambiente durante 5 min y se leyd la absorbancia en un lector de microplacas a

595 nm (Biotek ELx800).

6.3.3 Actividad proteolitica acida total

Para la medicion de la actividad proteolitica 4cida se utilizé una modificacion de la
metodologia de Sarath ez al. (1989). A 10 uL de extracto enzimatico se le afiadieron 100 uLL
de hemoglobina al 2%, 500 uL de buffer de acetato y 500 uL de 4cido tricloroacético frio al
5% (TCA), se incubaron los tubos de replicado por 30 min a 37° C. Al terminar la
incubacién se agregaron 500 uL. de TCA frio a los tubos de replicado. Se mantienen en
refrigeracion por 15 min y se elimina la proteina precipitada por centrifugacion a 14,000
rpm/4° C/5 min. Se midio la absorbancia del sobrenadante a 280 nm contra un blanco en el

que el extracto enzimatico se inactivo por adicién del 4cido antes de iniciar la reaccion. El
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control usado fue pepsina comercial (SIGMA No. Cat. P-7012) en una concentracién de

reaccion de 10 pg/ml como control
6.3.4 Actividad tipo tripsina

Para la medicion de la actividad tipo tripsina se utilizé una modificaciéon de la metodologia
de Rotllant er al. (2008). Se utilizé tripsina comercial (SIGMA No. Cat. T-0303) como
control. En una microplaca de 96 pozos con pared oscura, se afadieron 10 uL de extracto
enzimdtico y 100 uL de buffer Tris (50mM con CaCl2), se pre-incubo en el lector de placas
por 5 min y al terminar se agregd rdpidamente 100 uL de sustrato fluorescente (Boc-Glan-
Ala-Arg-methyl coumarin hydrochloride, SIGMA B4153). Se ley6 la florescencia a 380nm

de excitaciéon y 440 nm de emision en un en un fluorometro (BioTek Synergy).

6.3.1 Actividad tipo leucina-aminopeptidasa

Para la medicion de la actividad tipo leucina-aminopeptidasa se utilizé una
modificacién de la metodologia de Appel (1974). Se utiliz6 aminopeptidasa comercial
(SIGMA No. Cat. L5006) en una concentracién de reacciéon de 10 ug/ml como control. El
extracto obtenido no debe ser centrifugado debido a que puede perderse la enzima
asociabda al epitelio intestinal. En una microplaca de 96 pozos, se afiadieron 10 puL de
extracto enzimdtico y 90 uL de l-leucina-p-nitroanilida (SIGMA No. Cat. L-9125). Se tom6
una lectura inicial de la absorbancia a 410 nm, se incubd la placa a 37°C durante 30 min, y
al término de este tiempo se tomoé una lectura final de la absorbancia a 410 nm, a la cual se

le resto6 el valor de la lectura inicial (blanco).
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6.4 Acidos nucleicos

Para la cuantificaciéon de los dcidos nucleicos se utilizd la técnica descrita por
Kaplan et al., (2001). Anteriormente se midi6 el peso seco del tejido de cada muestra (mg),
para calcular la relacion DNA:peso seco y RNA:peso seco. El pedinculo caudal de las
larvas (3 larvas/acuario) fue homogenizado con un homogenizador de tejidos Potter-
Wheaton (Fisher Scientific No. Cat. 08-414-16A) en 0.5 ml de una solucién con NaCl 0.1
M, se digirieron durante 2 horas a 55°C con 2.5 uL de Proteinasa K (BIOLINE No. Cat.
37084). Posteriormente las muestras se centrifugaron a 13,000 g por 10 min. En una
microplaca de 96 pozos se colocé una alicuota de 10 uL. del sobrenadante y 50 uLL de una
solucién con PicoGreen (Invitrogen No. Cat. P7589). La florescencia de las muestras se
cuantificé en un fluorometro (BioTek Synergy) a 500nm de excitacién y 535nm de
emision. Se realiz6 una curva estindar (0-500 ng, Lambda DNA Standard, Invitrogen
PicoGreen dsDNA Assay Kit No. Cat. P7589) para calcular la concentraciéon de dsDNA
(ng)

Para evaluar la concentracion de RNA total (ng) en las muestras, se colocaron 10
puL del sobrenadante en otra microplaca de 96 pozos con 50 pL de una solucién con la
enzima DNasa I libre de RNasa (2 unidades/pozo, FERMENTAS No. Cat. EN0521)
disuelta en Tris 50 mM pH 7.5 y MgCI2 10 mM. Esta placa se incub6 durante 30 min a
37°C y, posteriormente se afiadieron 50 pL de una solucién con RiboGreen (Invitrogen No.
Cat. R11490). El RiboGreen es un fluoréforo que se une a los 4cidos nucleicos en general,
por lo que al degradar el DNA de las muestras con la enzima DNasa, la fluorescencia

resultante corresponde al RNA.

Se colocd en un vial 40 ulL de muestra, 2 uLL de una solucidn con la enzima DNasa I libre
de RNasa (2 unidades/pozo, FERMENTAS No. Cat. EN0521) y 4 uL de buffer (Tris 50
mM pH 7.5 y MgCI2 10 mM.), se incub6é 30 min/37° C. Al terminar la incubacion se
agregd 10 uL de la muestra a la microplaca y 50 uL de una solucién con RiboGreen
(Invitrogen No. Cat. R11490). La concentracion de RNA se cuantificO por medio de
fluorimetria (Fluorometro BioTek Synergy, 500nm de excitacion y 535nm de emision) y se
realiz6 una curva estandar (0-500 ng) con RNA Ribosomal 16s de E. coli, Invitrogen

RiboGreen RNA Assay Kit No. Cat. R11490). Al finalizar los anélisis se calcul6 la relacion
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RNA:DNA (ng de RNA/ng de DNA), la razén RNA:peso seco (ng de RNA/mg de tejido
utilizado) y la razén DNA:peso seco (ng de DNA/mg de tejido utilizado).

6.5 Cuantificacion de hormonas tiroideas

Se realizé la extraccion de las hormonas de las larvas en un homogenizador de
tejidos Potter-Wheaton, esta extraccion se basé en la técnica de Kobuke et al., (1987). Las
muestras fueron homogenizadas en 1 ml de etanol con 6N-Propyl-2Thiouracil 1 mM
(SIGMA No. Cat. P3755). Se centrifugaron a 1,7000g por 10 min a 4° C (Eppendorf
Centrifuge 5804 R), el sobrenadante fue secado en estufa a 37° C durante toda la noche,
Finalmente se reconstituy6 en 50 ul de etanol y 450 uL de buffer barbital 0.11 M con un
pH de 8.6 (SIGMA No. Cat. B6632).

Las muestras se mantuvieron en refrigeracién y fueron analizadas en el Laboratorio
de Servicio de Endocrinologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de
la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn para cuantificar la concentracion de las hormonas

T3 y T4 por medio de un inmunoensayo por electroquemiluminiscencia.
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6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar el efecto de las hormonas en las larvas, se realizdé un analisis de varianza
(ANOVA) unidireccional de acuerdo a cada muestreo durante el bioensayo, ademds de la
prueba de comparacién multiple de medias de Duncan y Tukey a un nivel de significancia

de P menor a 0.05 apoyado en el Software “Statistics 17.0”.
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7. RESULTADOS
7.1 Microencapsulacion de la tirotropina
e Emulsiéon doble

La distribucién de las gotas de la emulsion miltiple se mantuvo estable durante el
tiempo de almacenamiento, con un tamafio de particula entre 5-10 pm (Figura 1). Lo
anterior permitié la incorporacién de las microcapsulas a la dieta por medio de una propela

de agitacion hasta obtener una dieta homogénea.

Figura 1. Emulsiéon miltiple W1/O/W2. Objetivo: 100x
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¢ Emulsion doble con evaporacion de solvente

El mejor tamafio de particula de la emulsién con evaporacién de solvente fue de
14.16 a 21.09 um, lo que permitié un mayor grado de encapsulacion de la hormona (Figura
2). Esto se logr6 modificando una serie de variables en la formulacién de la emulsion,
como el porcentaje de fase externa, volumen de fase orgdnica e inorgdnica y velocidad
(rpm) de agitacion (Tabla V). Este tipo de microcapsulas fueron incorporadas a la dieta
comercial por medio de un atomizador, obteniendo una dieta homogénea cribada en malla

de 1.19 mm.

14.7134 u

Figura 2. Emulsion miltiple W1/0/W2. Objetivo: 100x
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Tabla V. Formulacion de la emulsion

L. Tamafo
Fase organica +
L. Fase . Fase externa de
Fase externa Fase organica . fase interna .
interna (rpm) particula
(rpm) ‘
(um)
250 mg E100 en 5
Lote1 ~ “0mL(PVA mL de 30uLagua  1900rpm/20min | PCOTPM/20 505 599
5%) . min
diclorometano
300 mg E100 en 5
Lote2 ~ 20mL(PVA mL de 500uLagua  1900tpm/20min 200 PM/ 20 364 604
4%) . min
diclorometano
300 mg E100 en 5
Lote3 ~ 20mL(PVA mL de 500uLagua  1900tpm/20min 00 TPM/20 555 793
3%) . min
diclorometano
300 mg E100 en 5
Lote 4 20 L. (PVA mL de 500 uLagua 1600 tpm /20 min 000/ 20557 55
3%) . min
diclorometano
300 mg E100 en 5 1000 rpm/10 min
Lote 5 20 m?)Lq()P VA mL de 500 uL agua 1250 rpny/ 5 min 1600;2;“/ 20 694.8388
? diclorometano 1500 rpm/ 5 min
20 mL (PVA 300 mg E100 en 5 1000 rpm/10 min 1600 rpm / 20
Lote 6 mL de 500 uL agua . . 6.38 - 8.05
3%) . 1250 rpm/ 5 min min
diclorometano
20 mL (PVA 300 mg E100 en 5 1000 rpm/10 min 1600 rpm / 20
Lote 7 mL de 500 uL agua . . 7.21 - 8.83
3%) . 1250 rpm/ 5 min min
diclorometano
Loeg  2omLeva  O00meEDOens 0 S0®W DM 600 pm/20  555-
3%) . S48 1000 rpmy/10 min min 10.82
diclorometano
somL pva  300meEl00ens 0000
Lote 9 3%) diCl(r)rrl(I),nileetano 500 uL agua 1900 rpm / 20 min 1250 rpm/ 5 min 11.93
1500 rpm/ 5 min
20wl pya  300mgEl00ens 1000n;an”0
Lote 10 3%) ’ mL de 500 uL agua 1900 rpm / 20 min 7500 rpmy/ 10 6.38 - 8.05
diclorometano :
min
300 mg E100 en 5 1000 rpm/5 min
Lote 11 20 m3L(7()PVA mL de 500 uL agua 1900 rpm / 20 min 1500 rpm/ 15 7.79 - 8.32
¢ diclorometano min
300 mg E100 en 5 1000 rpm/5 min
Lote 12 20 m3L(7()PVA mL de 500 uL agua 1900 rpm / 20 min 1500 rpn/ 15 5.55-17.21
¢ diclorometano min
300 mg E100 en 5 1000 rpm/5 min
Lote 13 10 mqu()PVA mL de 500 uL agua 1900 rpm / 20 min 1500 rpmy/ 15 5.59 - 8.36
¢ diclorometano min
10mL pva  S00meE100enS g0 g 1900 rpm/20 1000 rpm20  14.16a
Lote 14 3%) mL de asua min min 21.09
¢ diclorometano g :
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7.2 BIOENSAYOS DE ALIMENTACION DE LARVAS DE PECES
7.2.1 Actividad de las enzimas digestivas

o Pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus)

La actividad proteolitica 4cida total se detecté a partir de los 9 DDE, no observandose
diferencias significativas entre los tratamientos, a excepcion del 16 DDE (F=4.76; p=0.018;
gl=26). En este momento el tratamiento con T3 presento la mayor actividad proteolitica
dcida y la dieta control la menor actividad. Mientras que el tratamiento con TSH MP
presento valores intermedios, pero sin difrencias significativas con respecto a los otros
(Figura 3). Vale la pena notar los mayores valores para el tratamiento con TSH hacia el

final del experimento.
0.18
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Figura 3. Actividad proteolitica (X + SD) 4cida total durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto
expuestas a la TSH microencapsulada, el tratamiento control y el control positivo (T3). Duncan < 0.05).
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Se observaron diferencias significativas en cuanto a la actividad total tipo tripsina (U/larva)
en el 9 (F=15.70; p=0.00; gl=26) y 16 DDE (F=2.71; p=0.087; gl=26), mientras que la
actividad especifica (U/mgP) present6 diferencias en los dias 9 (F=6.57; p=0.00; gl=26) y
21DDE (F=4.57; p=0.021; gl=26).
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8,000 -
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M TSH MP
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mU Actividad Tripsina/mg proteina

9 12 16 21 B
Dias Después de la Eclosion

Figura 4. Actividad tipo tripsina (X + SD) (A: actividad total U/larva; B: actividad especifica U/mgP)
durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto expuestas a la TSH microencapsulada, el tratamiento
control y el control positivo (T3) (Duncan < 0.05).
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Por ultimo, la actividad tipo leucina-aminopeptidasa se increment6 gradualmente durante el
crecimiento de las larvas (Figura 5). Se detect6 a partir del 9 DDE, y solo se detectaron
diferencias significativas en el 12 DDE tanto para la actividad total (F=16.74; p=0.00;
gl=26), como la actividad especifica (F=15.81; p=0.00; gl=26).
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Figura 5. Actividad tipo leucina-aminopeptidasa (X + SD) (A: actividad total U/larva; B: actividad
especifica U/mgP) durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto expuestas a la hormona TSH
microencapsulada en comparacién con el tratamiento control y el control positivo (T3). (Duncan < 0.05).
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o Tilapia (Oreochromis niloticus)

La actividad proteolitica dcida se detect6 desde el 6 DDE (Figura 6), siendo el
tratamiento de tirotropina microencapsulada el que destacé con mayor actividad (F=2.57;
p=0.05; gl=44). En el 17 DDE (F=3.29; p=0.02; gl=44) la tirotropina microencapsulada
mostré mayor actividad, mientras que a los 23 DDE (F=5.91; p=0.00; gl=44) se observo
una mayor actividad en el tratamiento de microparticulas blanco. Finalmente, en los dias

posteriores no se presentaron diferencias significativas.
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Figura 6. Actividad proteolitica dcida total (X £ SD) durante el desarrollo de larvas de tilapia expuestas a
los tratamientos: dieta control, microparticulas blanco, tirotropina libre, tirotropina microencapsulada y
triyodotironina. (Duncan < 0.05).
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Se observaron diferencias significativas en la actividad tipo tripsina total en los dias 9
(F=3.40 ; p=0.01 ; gl=44), 12 (F=4.86 ; p=0.00 ; gl=44), 15 (F=3.76 ; p=0.01 ; gl=44), 18
(F=30.08 ; p=0.00 ; gl=44), 21 (F=30.08 ; p=0.00 ; gl=44), 27 (F=2.70 ; p=0.04 ; gl=44), 30
(F=4.89 ; p=0.00 ; gl=44) y 33 DDE (F=5.63 ; p=0.00 ; gl=44). Mientras que en la
actividad tipo tripsina especifica se presentaron diferencias significativas en los dias 12
(F=7.11 ; p=0.00 ; gl=44), 18 (F=11.72 ; p=0.00 ; gl=44), 21 (F=11.72 ; p=0.00 ; gl=44), 24
(F=3.08; p=0.02 ; gl=44), 27 (F=11.81 ; p=0.00 ; gl=44) 30 y 33 (F=4.39 ; p=0.00 ; gl=44).
En ninguno de los dos casos se logré observar una tendencia uniforme entre los dias de

muestreo y las diferencias estadisticas entre los tratamientos.
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Figura 7. Actividad tipo tripsina (X + SD) (A: actividad total U/larva; B: actividad especifica U/mgP)
durante el desarrollo de larvas de tilapia expuestas a los tratamientos de dieta control, microparticulas blanco,
tirotropina libre, tirotropina microencapsulada y triyodotironina. (Duncan < 0.05).

58



En la Figura 8 se muestra la actividad leucino-aminopeptidasa total, la cual se
mantuvo con valores muy bajos en la mayoria de los DDE, excepto en el 9 DDE (F=2.91;
p=0.03; gl=44), en el 12 (F=3.35; p=0.01; gl=44),18 (F=3.64; p=0.01; gl=44) DDE, 21
(F=3.59; p=0.01; gl=44), 24(F=4.16; p=0.00; gl=44) y 27(F=4.71; p=0.00; gl=40). Mientras
que en la actividad especifica las diferencias se presentaron los dias 9 DDE (F=3.26;
p=0.02; gl=44), 12 (F=3.72; p=0.01; gl=44), 15 (F=10.62; p=0.00; gl=44) y 30(F=5.90;
p=0.00; gl=40.
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Figura 8. Actividad tipo leucina-aminopeptidasa (A: actividad total U/larva; B: actividad especifica U/mgP)
durante el desarrollo de larvas de tilapia expuestas a los tratamientos de dieta control, microparticulas blanco,
tirotropina libre, tirotropina microencapsulada y triyodotironina.
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7.2.2 Condiciéon morfolégica y supervivencia

o Pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus)

No se observaron diferencias significativas con respecto al peso en el transcurso del
desarrollo larval, sino hasta el 21 DDE (F=7.07; p=0.004; gl=26) cuando se registré un

mayor peso para las larvas bajo el tratamiento con tirotropina microencapsulada (Figura 9).
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Figura 9. Peso (g) promedio (X £ SD) de larvas de pejelagarto pinto expuestas a TSH microencapsulada, el

tratamiento control y el control positivo (T3). Literales iguales sobre las barras representan grupos
homogeneos (Duncan < 0.05).
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La longitud total se fue incrementando a lo largo del bioensayo para los organismos
de todos los tratamientos y solo se observaron diferencias significativas al 12 DDE
(F=4.27; p=0.026; gl=26 ) y 21 DDE (F=15.53 ; p=0.00 ;gl=26 ). Registrandose un mayor
peso para los organismos de los tratamientos T3 y TSH miroencapsulada, respectivamente
(Figura 10).
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Figura 10. Longitud Total (mm) (X % SD) durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto expuestas a la
TSH microencapsulada, el tratamiento control y el control positivo (T3). (Duncan < 0.05).
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En la Figura 11 se puede apreciar que el indice de superviviencia fue mayor para el
tratamiento de tirotropina microencapsulada. Sin embargo, este valor no fue

significativamente diferente del resto (F=0.81; p=0.48; gl=8).
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Figura 11. Indice de supervivencia durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto expuestas a la TSH
microencapsulada, el tratamiento control y el control positivo (T3). (Duncan < 0.05).
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o Tilapia (Oreochromis niloticus)

Se observaron diferencias significativas con respecto al peso en los dias 12 (F=3.14;

p=0.024; gl=44), 18 (F=2.41; p=0.065; gl=44) y 33 (F=11.09; p=0.00; gl=44).
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Figura 12. Peso (g) (X % SD) durante el desarrollo de larvas de de tilapia expuestas a los tratamientos: dieta

control, microparticulas blanco, tirotropina libre, tirotropina microencapsulada y triyodotironina. (Duncan <
0.05).
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La longitud total se incrementé gradualmente a lo largo del bioensayo para los organismos
de todos los tratamientos y no se observaron diferencias significativas, excepto a los 15
DDE (F=4.15; p=0.007; gl=44) cuando los organismos expuestos al tratamiento con TSH

libre presentaron mayor longitud total que los del resto de los tratamientos (Figura 13).
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Figura 13. Longitud Total (mm) (X * SD) durante el desarrollo de larvas de tilapia expuestas a los

tratamientos: dieta control, microparticulas blanco, tirotropina libre, tirotropina microencapsulada y
triiodotironina. (Duncan < 0.05).
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El indice de superviviencia no presenté diferencias significativas en ningtin tratamiento.
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Figura 14. Indice de supervivencia durante el desarrollo de larvas de tilapia expuestas a los tratamientos:

dieta control, microparticulas blanco, tirotropina libre, tirotropina microencapsulada y triiodotironina.
(Duncan < 0.05).
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7.2.3 Analisis de acidos nucleicos

e Pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus)

Se observaron diferencias significativas en la relacion RNA:DNA en el dia 21

(F=7.77 ; p=0.00 ; gl=26) DDE, siendo mayores los valores para el tratamiento de

tirotropina microencapsulada en este ultimo dia de muestreo.
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Figura 15. Relacién RNA:DNA (X £ SD) durante el desarrollo de las larvas de pejelagarto pinto expuestas a

la hormona TSH microencapsulada, el tratamiento control y el control positivo (T3). (Duncan < 0.05).
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Se observaron diferencias significativas con respecto a la relacion DNA/peso seco en los
dias 9 (F=20.82; p=0.00; gl=26), 16 (F=9.70; p=0.00; gl=26) y 21 (F=3.43; p=0.04; gl=26)
DDE.
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Figura 16. Relacién DNA/peso seco (X + SD) durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto expuestas a
la TSH microencapsulada, el tratamiento control y el control positivo (T3). (Duncan < 0.05).
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Se observaron diferencias significativas en la relacion RNA/peso seco los dias 9 (F=20.82;
p=0.00; gl=26), 16 (F=9.70; p=0.00; gl=26) y 21 (F=5.95; p=0.00; gl=26 DDE,
manteniendo los valores bajos durante los primeros dias e incrementdndose hasta el 21
DDE, observandose los mayores valores en el tratamiento de titrotropina microencapsulada

y T3.
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Figura 17. Relacion RNA/peso seco (X + SD) durante el desarrollo de larvas de pejelagarto pinto expuestas
a la TSH microencapsulada, el tratamiento control y el control positivo (T3) (Duncan < 0.05).
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o Tilapia (Oreochromis niloticus)

La relacion RNA:DNA se detect6é en el 2 DDE (Figura 18), los siguientes dias
disminuy6 notablemente, y volvié a incrementar ligeramente el 33 (F=1.06; p=0.38; gl=44)

DDE destacando el tratamiento de T3 por exhibir los valores mds altos.
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Figura 18. Relacion RNA:DNA (X * SD) durante el desarrollo de larvas de tilapia expuestas a los

tratamientos: dieta control, microparticulas blanco, tirotropina libre, tirotropina microencapsulada vy
triiodotironina. (Duncan < 0.05).
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Se observaron diferencias significativas en cuanto a la relacion DNA/Peso Seco todos los

dias excepto el 18 DDE (F=0.80; p=0.52; gl=44).
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Figura 19. Relacion DNA/peso seco durante el desarrollo de larvas de tilapia expuestas a los tratamientos:
dieta control, microparticulas blanco, tirotropina libre, tirotropina microencapsulada y triiodotironina.
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Se observaron diferencias significativas en cuanto a la relacion RNA/peso seco todos los

dias, excepto el 9 (F=1.00; p=0.41; gl=44) y 12 DDE (F=0.63; p=0.64; gl=44).
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Figura 20. Relacion RNA/peso seco durante el desarrollo de tilapia expuestas a los tratamientos de dieta
control, microparticulas blanco, tirotropina libre, tirotropina microencapsulada y triiodotironina.
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7.2.4 Cuantificacion de hormonas tiroideas
o Pejelagarto pinto (Lepisosteus oculatus)

El nivel de T4 disminuy6 conforme avanzo el desarrollo de las larvas, y solo se

registraron diferencias significativas en el 16 DDE (F=33.65; p=0.00; gl=8).
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Por otra parte, los valores de T3 también fueron mayores al inicio del desarrollo larvario,
observandose diferencias significativas solo los dias 12 (F=33.65; p=0.00; gl=8), 16
(F=16.30; p=0.00; gl=8) y 21 (F=5.50; p=0.04; gl=8) DDE.
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Figura 21. Concentracién (ng/larva) de las hormonas T4 (A) y T3 (B) en larvas de pejelagarto pinto expuestas

a la TSH microencapsulada, el tratamiento control y el control positivo (T3).
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o Tilapia (Oreochromis niloticus)

Se observaron diferencias significativas en los niveles de T4, en el 15 DDE (F=3.36;

p=0.05; gl=14), mientras que los valores de T3 fueron muy bajos al inicio del crecimiento

larvario (Figura 22-B), presentando un notable incremento el 11 DDA, sin embargo no se

observaron diferencias significativas.
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Figura 22. Concentracion (ng/larva) de la hormona T4 (A) y T3 (B) (X % SD) en larvas de de tilapia
expuestas a los tratamientos de dieta control, microparticulas blanco, tirotropina libre, tirotropina
microencapsulada y triiodotironina. (Duncan < 0.05).
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8. DISCUSION

8.1 Microencapsulacion de la tirotropina
¢ Emulsion miltiple

La emulsion doble resulté ser una técnica satisfactoria para la proteccion de la TSH,
ya que su utilizacién permitié observar una mejora significativa en el peso, longitud y
supervivencia de las ultimas etapas del desarrollo larvario del pejelagarto pinto.
Lamentablemente, al contar con un nimero limitado de huevos para esta especie no se pudo
establecer otro tratamiento que incluyera la TSH sola y la microcapsula sin hormona para
ganar mayor claridad sobre la accion de la TSH. No obstante, la comparacion con la dieta

control y el testigo positivo (T3), permite aseverar que existid un efecto protector.
¢ Emulsion doble con evaporacion de solvente

De igual manera la emulsién doble con evaporaciéon de solvente resultd ser una
técnica satisfactoria para la proteccion de la TSH ya que se pudo notar el mismo efecto en
las dltimas etapas de desarrollo de las larvas de tilapia, ya que el peso de los organismos
alimentados con la hormona encapsulada resultdé mayor, aunque no se observaron
diferencias significativas en cuanto a la longitud y supervivencia.

Para la elaboracién de las microcapsulas se realizaron distintas formulaciones, en las cuales
se modificaron variables relativas a la agitacion y el porcentaje de fase externa para obtener
un mayor tamafio de particula y garantizar la completa microencapsulacién de la hormona.
El polimero utilizado en la fase externa fue el poli-vinil-alcohol (PVA), el cual esta
considerado como un producto de bajo impacto ambiental, que presenta una alta resistencia
quimica, gran solubilidad acuosa y ademds tiene la ventaja de ser biodegradable (Baker et
al.,, 2012). Fue necesario realizar distintas concentraciones de PVA, ya que debido a su
solubilidad en agua necesitaba ser reticulado para formar un hidrogel. Estos enlaces
cruzados que se forman, ya sean fisicos o quimicos, son los que proporcionan la estabilidad
estructural del compuesto. Es por esto, que el grado de reticulacion del polimero dicta la
difusion de sus propiedades fisicas y biologicas (Baker et al., 2012). La concentracion de
PVA al 3%, result6 ser la adecuada para la emulsion, pues con ésta se logré un tamafio de

particula adecuado de 14.16 a 21.09 um. La velocidad de agitacion apropiada fue de 1,900
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rpm/min para la emulsion primaria (fase orgdnica + fase interna) y de 1,000 rpm/20min
para la emulsién doble. De igual manera, el polimero catiénico Eudragit E100 result6 ser
un excelente material de proteccion para la hormona, ya que dio lugar a la formacién de la

fase orgdnica estable de recubrimiento.

8.2 Efecto de las hormonas tiroideas en pejelagarto pinto y tilapia
8.2.1 Ontogénesis enzimatica

La digestiéon implica la liberacion y actividad de muchas enzimas derivadas del
estdmago, pancreas e intestino, las cuales trabajan en conjunto para completar la hidrélisis
de los nutrientes ingeridos (Fish, 1960). Las enzimas se encuentran entre las moléculas mas
importantes para la utilizacion de los alimentos en peces, siendo las caracteristicas de las
enzimas digestivas, que difieren entre especies, las que determinan su capacidad digestiva

(Lemieux et al. 1999).

La digestion de los nutrientes ingeridos comienza con la accién de enzimas géstricas
en el estobmago continuando con una degradacién ulterior en el intestino por las enzimas
digestivas secretadas por el pancreas incluyendo tripsina, quimotripsina, amilasas, lipasas
(Fish, 1960; Nagase, 1964; Cockson y Bourne, 1972; Moriarty, 1973; Fang y Chiou, 1989).
Por otra parte, la absorcion de las particulas de alimentos y moléculas, tiene lugar
generalmente a lo largo del borde en cepillo de las células epiteliales columnares (Hirji y
Courtney, 1982; Kuz'mina y Gelman, 1997), en donde todavia actian las aminopeptidasas y
existen transportadores especificos para distintas moléculas, de tal manea que les permita

alcanzar la membrana basal de los enterocitos y de ahi la circulacion.

Desde el punto de vista de la capacidad digestiva de los organismos, es sumamente
importante entender la manera en que las enzimas actdan durante su desarrollo. Esto
conlleva a estudiar a lo largo de la ontogenia temprana la aparicion y funcién de las

enzimas digestivas (Bolasina et al., 2006; Ben et al., 2006).
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En el pejelagarto, la actividad proteolitica 4cida y la actividad tipo leucina-
aminopeptidasa total se detectaron a los 9 DDE para después incrementarse a los 12 DDE.
La actividad tipo tripsina se detectd en el 9 DDE incrementdndose hasta el 16 DDE. Por
otro lado, en la tilapia la actividad proteolitica tipo tripsina y tipo leucina-aminopeptidasa

se detectaron a los 6 DDE mostrando un incremento al 9 DDE.

¢ [Efecto de las hormonas tiroideas en la actividad enzimatica digestiva

El desarrollo temprano de los vertebrados esta bajo el control de las hormonas, entre
las cuales las hormonas tiroideas tienen una profunda influencia en el crecimiento y
maduracion de muchos tejidos eucariotas (Shambaugh, 1986). Ya se ha descrito
anteriormente la influencia de las hormonas tiroideas en el desarrollo del tracto digestivo en
los peces, asi como su efecto positivo en el incrementando la metamorfosis, superviviencia
y diferenciacion de tejidos. Es por esto que la evaluacién de la actividad enzimética
digestiva es un buen indicador bioquimico del estado de condicion de las larvas (Lazo et

al.,2011.

A este respecto diversos estudios han sugerido la capacidad de las hormonas
tiroideas para acelerar el desarrrollo de las larvas (Inui y Miwa 1985; Miwa y Inui 1987) y
con este una diferenciacion y maduracion mds répida des estructuras digestivas. A titulo de
ejemplo, Miwa et al., (1992) mostraron que la T4 aceler6 la aparicion de pepsindgeno en
larvas de lenguado (Paralichthys olivaceus), indicando que se promovié la maduracion del

estémago de esta especie.

En este sentido se ha demostrado que la aplicacion exdgena de las hormonas
tiroideas mejora el crecimiento, desarrollo, supervivencia de las larvas, acelerando ademas
la absorcion de vitelo en distintos teledsteos, tales como la tilapia (Sarotherodon
mossambicus), la carpa (Cyprinus carpio), el sabalote (Chanos chanos), y varias especies
marinas (Lam 1980; Nacario 1983; Lam et al 1985; Lam y Sharma 1985; Brown y Kim ,
1995). Igualmente, Castillo (2012) reporté un aumento de la actividad de estas enzimas en

las larvas de catén y pejelagarto pinto expuestas a tratamientos con hormonas tiroideas.

79



e Actividad de proteasas acidas totales

La morfologia y desarrollo funcional del sistema digestivo de larvas de peces fue
primeramente revisado por Tanaka (1973) y Govoni et al., (1986), y en estudios recientes
por Hoehne-Reitan y Kjgrsvik (2004) y Zambonino - Infante et al. (2008). Las proteasas
son enzimas que catalizan la hidrélisis de los enlaces peptidicos que forman la estructura
primaria de las proteinas, y estdn presentes en muchos organismos (Dixon Y Webb, 1979).
Estan implicadas en procesos como la digestion de proteinas, la activacion de proenzimas y
prehormonas, entre otros (Stroud, 1975). La digestion de proteinas en los teleosteos
comienza con la hidrélisis de proteinas y polipéptidos por la accidn de la pepsina, tripsina,
quimotripsina y aminopeptidadas (Fish, 1960; Nagase, 1964; Cockson y Bourne, 1972;
Moriarty, 1973; Fang y Chiou, 1989).

En las diferentes especies, dependiendo de sus hdbitos alimenticios, estas enzimas
se distribuyen de diversas maneras a lo largo de la longitud del intestino (Bundit et al.,

2000).

Dentro de las enzimas géstricas, la proteasa dcida mds importante es la pepsina, la
cual es una enzima aspartica que hidroliza a su maxima capacidad cuando se encuentra a
pH dcido y requiere que el residuo 2 de la cadena peptidica sea fenilalanil, tirosil o
triptofanil (Cataldi et al., 2002). Es por esto que en el presente estudio se analizé la
actividad proteolitica 4cida total utilizando un estdndar de pepsina comercial como control.
En el pejelagarto pinto se detectdé actividad proteolitica 4cida a partir de los 9 DDE,
incrementandose en el 12 DDE y disminuyendo del 16 DDE al 21 DDE, observandose
diferencias significativas en el 16 DDE. Por otra parte, aunque no de manera significativa,
se observo un notable incremento en la actividad de las proteasas dcidas de las larvas de los
tratamientos con hormonas tiroideas en el dia 21 DDE (TSH). En estudios previos, Castillo
(2012), indica que la actividad proteolitica 4cida en larvas de esta misma especie fue
detectada al 6 DDE, lo cual pudo deberse a factores genéticos o a la temperatura a la que se
criaron las larvas. Igualmente, menciona no haber observado incrementos significativos en
la actividad proteolitica 4cida de las larvas sometidas a tratamientos con hormonas

tiroideas. Vale la pena destacar el hecho de que esta especie presenta un desarrollo mas
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lento, por lo que es de esperarse que la actividad dcida se manifieste mds tardia que en el

caso otras especies de lepisosteidos (Mendoza et al., 2008).

En la tilapia, se detect6 actividad proteolitica dcida desde el 6 DDE, posteriormente
en el periodo de los dias 9 a 27 DDE los valores se mantuvieron bajos aunque se
observaron algunas diferencias entre los tratamientos, destacando los mayores valores para
la T3 (DDE 18) y TSH microencapsulada (DDE 21). Sin embargo, apartir del 23 DDE se
observaron mayores valores para las microparticulas banco, un efecto no esperado que hace
suponer que en esta especie no existe un efecto de las hormonas tiroideas sobre la actividad
proteolitica dcida durante estas etapas de desarrollo. Al finalizar el bioensayo (33 DDE), se
observd una disminucién de la actividad en todos los tratamientos, y a pesar de que el
tratamiento de TSH present6 valores mds altos, no se observaron diferencias significativas
con respecto al resto de los tratamientos. La ausencia de efecto de las hormonas tiroidianas
sobre este tipo de actividad enzimadtica pudiera deberse no solo a un desarrollo digestivo
mds lento con respecto a los lepisosteidos, sino también al hecho de que este tipo de
enzimas son de poca importancia en las tilapias en las primeras etapas. En efecto, a
diferencia de las proteasas alcalinas, las cuales juegan un papel importante en la digestion
durante los primeros dias de la alimentacidn, las proteasas dcidas se incrementan cada vez
mads hacia el final del periodo de desarrollo de las larvas, concomitante con la apariciéon de
un estémago funcional, es por esto que la actividad proteolitica detectada en todos los
tratamientos tuvo un incremento en el 30 DDE (Lauf y Hoffer 1984; Lazo et al. 2007). Este
fenémeno ha sido observado en otras especies, asi en un estudio realizado por Alliot et al.
(1977), en el que determina la actividad de esterasas, a glucosidasa, tripsina, quimotripsina,
leucina aminopeptidasa, y fosfatasa dcida y alcalina; en larvas de Dicentrachus labrax,
menciona que la actividad al momento de la eclosion es muy baja y esta se va

incrementando hasta estabilizarse.
e Actividad tipo tripsina

La tripsina y las proteasas alcalinas totales son enzimas digestivas secretadas en el
pancreas, que actdan en el intestino en condiciones de pH bdsico y son responsables de la

digestion luminal de macromoléculas proteicas en el intestino (Segner et al., 1993). Por lo
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regular, la actividad de este tipo de enzimas inicia desde antes de la apertura de la boca y el
inicio de la alimentacion exdgena. Esto se debe a que las larvas de peces, antes de la
aparicion del estomago, ya cuentan con un intestino funcional y estas enzimas se encargan
de degradar las proteinas que se obtienen del la reabsorcion del saco vitelino (Dabrowski y

Culver, 1991; Moyano et al., 1996).

Como se mencioné anteriormente en el pejelagarto pinto, la actividad tipo tripsina
se detectd a partir de los 9 DDE aumentando considerablemente hacia el 16 DDE vy
disminuyendo de este dia al 21 DDE. El hecho de que se presente un incremento repentino
en la actividad enzimdtica se debe sin duda a que al momento en que se terminan las
reservas vitelinas e inicia la alimentacion exdgena, y esto es posible ya que el sistema
digestivo de las larvas se encuentra muy desarrollado (Aguilera et al., 2010), por lo que ya
cuentan con la capacidad de sintetizar y secretar una gran cantidad de enzimas. A este
respecto, en un estudio realizado por Castillo (2012) se detecté que la actividad de la
tripsina inicié6 de manera muy incipiente a los 2 DDE para después incrementarse a los 4
DDE. Esta diferencia se puede deber a que los peces como grupo muestran una notable
diversidad de estructura y funcién de su fisiologia nutricional, a pesar de que los
mecanismos bdsicos de los 6rganos y el desarrollo del sistema son similares en todos los
teledsteos existen diferencias inespecificas considerables en el tiempo relativo de su
diferenciacion, el desarrollo, y funcionalidad durante la ontogenia temprana (Lazo et al.,
2011). Y como se menciond anteriormente, no pueden descartarse diferencias genéticas y

las condiciones de cultivo.

En cuanto a la tilapia, la actividad tipo tripsina fue detectada a partir de los 6 DDE,
con un incremento en el 9 DDE donde no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos. Bundit et al., (2002) reportan esta actividad enzimadtica a partir del 6 DDE
para Oreochromis niloticus coincidiendo con lo observado la presente investigacion. Por
otro lado, Tengjaroenkul et al., (2002), en un estudio realizado con O. niloticus observaron
la presencia de zimégenos granulares desde el inicio de la eclosion, estos zimdgenos son
precursores de la actividad tripsina y quimotripsina (O’Connell, 1976; Govoni, 1980), por
lo que requieren de la maduracion intestinal y los estimulos adecuados para adquirir la

capacidad de digerir cualquier tipo de dieta. En otro estudio con ciclidos Alvarez (2003)

82



menciona que la expresion para la tripsina a lo largo de la ontogenia de P. splendida
muestra niveles bajos durante los primeros 4 DDE (fase de alimentacién enddgena), y solo
se incrementan a partir del dia 5 DDE, algo similar a lo observado en el presente estudio.
Las pequeiias discrepancias en cuanto a la ontogenia en comparacidon con otras especies de
ciclidos se puede deber que el desarrollo de 6rganos y funciones fisioldgicas se ve afectado
por la historia de vida general de cada especie, asi como por la gran variedad de factores
bidticos y abidticos, incluyendo la calidad del agua, principalmente la temperatura, y la

disponibilidad de alimentos y su composicion (Lazo et al., 2011).
e Actividad tipo leucina-aminopeptidasa

Las células epiteliales del intestino en los peces poseen enzimas intra y extra
celulares: las enzimas del citosol y las enzimas del borde en cepillo, respectivamente. Las
enzimas del citosol se encuentran en el citoplasma celular y son principalmente hidrolasas
dcidas. Por su parte, las enzimas del borde en cepillo estdn asociadas a la membrana celular
y entre ellas se encuentra la leucina-aminopeptidasa (LAP) (Cahu y Zambonino, 1997).
Estas enzimas cobran relevancia durante ontogénesis enzimdtica ya que el desarrollo
morfométrico y la maduracidon del intestino se caracteriza por una disminucién de la
actividad de las enzimas del citosol, acompaiado por un aumento en la actividad de las
enzimas del borde en cepillo de los enterocitos. Este proceso de maduracidn se caracteriza
por ser sensible a la cantidad de nutrientes ingeridos, en consecuencia, la disparidad entre la
composicion de la dieta y las caracteristicas digestivas de las larvas puede retrasar o

acelerar la programacién genética del desarrollo intestinal (Zambonino - Infante y Cahu

2001).

Al igual que en las actividades enzimaéticas anteriores, en el pejelagarto, la actividad
leucina-aminopeptidasa se detectd a partir del 9 DDE, incrementandose significativamente
para el tratamiento T3 en el dia 12 DDE y alcanzando los mayores valores, aunque sin
diferencias significativas para el 16 DDE. Esto contrasta con lo reportado por Castillo
(2012) quien observo un incremento de la actividad en el 3 y 9 DDE. Es importante

considerar que la temperatura es un factor importante en el desarrollo ontogénico, por lo
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que la diferencia de temperatura a la que se realiz6 el bioensayo pudo haber influido en un

desarrollo mas lento.

En la tilapia, la actividad se detect6 en el 9 DDE y mostré una actividad sumamente
importante para el 12 DDE en el caso del tratamiento de la TSH microencapsulada, para
descender después y mantenerse constante durante el bioensayo, incrementdndose
finalmente en el 33 DDE. A este respecto, Tengjaroenkul (2000) observo, que la actividad
enzimadtica se presentaba en el 3 DDE en O. niloticus. Estas diferencias se pudieron deber a

la mayor sensibilidad de las técnicas de deteccion (histoquimica) empleadas por este autor.

8.2.2 Morfologia y supervivencia

El conocimiento sobre el desarrollo morfélogico y patrones de crecimiento en larvas
de peces es esencial para el manejo de estos y para la acuacultura (Chatain,1994;
Koumoundouros et al., 1994, 1999; Bengtson, 1999), de aqui la importancia del presente
estudio por conocer los cambios morfolégicos que se pudieran potencialmente inducir
mediante el uso de hormonas tiroidianas. En relacion con esto, se sabe que el uso de
hormonas tiroideas aumenta la velocidad de las tasas de desarrollo y eficientiza la tasa de
conversion alimenticia de las larvas (Tagawa y Hirano 1987; Ayson y Lam 1993; Brown
1997; Mendoza et al, 2002;. Kang y Chang, 2004), por lo que se acorta la duracién de la
etapa de canibalismo. Para conocer el desempefio de estas hormonas sobre las larvas el
estudio de la variacién morfoldgica es un tema central en la biologia, ya que proporciona la
inferencia en la evolucién, ontogenia, la etologia, la historia de vida y ecologia de la

especie (Jacquemin y Pyron, 2013).

En la presente investigacion, las larvas de pejelagarto pinto del tratamiento de
tirotropina microencapsulada mostraron mayores valores de peso en los dias 12 y 21 DDE,
sin embargo solo se observaron diferencias significativas en el 21 DDE. Por otra parte, la
longitud total se fue incrementando a lo largo del bioensayo, y a partir del 12 DDE el
tratamiento de T3 mostrd valores significativamente mayores, mismos que se mantuvieron

hacia el final el bioensayo, no obstante en este momento las larvas del tratamiento de
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tirotropina microencapsulada fueron las que mostraron mayores longitudes estadisticamente
significativos, en concordancia con lo que se habia observado con los valores de peso. En
cuanto al indice de superviviencia, el mayor porcentaje se observo en el tratamiento de
tirotropina microencapsulada, no obstante, no se encontraron diferencias significativas. En
relacion con esto, Castillo (2012), reporta no haber encontrado un efecto tan marcado de las
hormonas tiroideas sobre el crecimiento larvario para catdn y pejelagarto pinto, lo cual
podria deberse en parte a los diferentes métodos de administracion de las hormonas. Sin
embargo, reporta que la tasa de supervivencia para el catdn se incrementé con la
administracion de hormonas tiroideas, esto producto de una mayor homogeneidad de tallas.
En otro estudio realizado por Aguilera (1999) se administré estas hormonas al catian
durante un periodo mds prolongado y tampoco encontré un efecto marcado sobre la
longitud total de las larvas. Esto era de esperarse debido a la gran tasa de crecimiento del
catdn, en comparacion con el pejelagarto pinto (Mendoza et al., 2010). Igualmente,
Bollfrass (2007) menciona no haber encontrado cambios significativos en la tasa de
crecimiento, tasa de eclosion y velocidad de desarrollo de las larvas de pejelagarto pinto. Es
importante considerar que la temperatura es la variable que mds influye en el crecimiento
de los peces (Bakanov et al 1987), es probable que los estudios antes mencionados, este
factor pudo haber limitado a las larvas para responder a las hormonas tiroideas, ya que las
larvas en estos estudios se mantuvieron a una temperatura de 23,6 £ 0,36 ° C, a diferencia
de las condiciones en que se mantuvieron en el presente estudio, que fue a una temperatura
de 21 ° C. De lo que se podria deducir que se requerirfa que el pejelagarto pinto fuera

criado a temperaturas mds altas para asi tener mayor potencial de crecimiento.

En el caso de la tilapia, el peso se fue incrementando a lo largo del bioensayo y no
fue sino hasta el 33 DDE donde se pudieron observar diferencias marcadas en cuanto al
incremento de peso para el tratamiento de tirotropina encapsulada, destacando
significativamente por encima de los demés. En cuanto a la longitud, solo se observaron
diferencias significativas en el 15 DDE sobresaliendo igualmente el tratamiento de
tirotropina libre, posteriormente la longitud se fue incrementando por igual para todos los
tratamientos, observidndose al final del bioensayo una longitud mayor aunque no
significativa para las larvas el tratamiento de TSH MP. Es importante sefialar la gran

variacién entre los datos morfolégicos para los distintos tratamientos, esto se podria
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explicar en funcidon del crecimiento alométrico de la especie, ya que la morfologia esta
limitada principalmente por la filogenia, alometria, y la fisiologia (Norton et al., 1995). De
igual manera, se conoce que la ontogenia que esta asociada con la maduracion y el aumento
del tamafio corporal (alometria) es una fuente primaria de variacion morfologica (Hood y
Heins, 2000). Otra fuente de variacion morfoldgica son las diferencias fisioldgicas entre
machos y hembras. En este sentido dimorfismo sexual se observa en los peces como
resultado dela selecciondela  fecundidad femenina,la  competencia  entre

machos y competencia espermdtica (Parker, 1992).

8.2.3 Relacion de acidos nucleicos

El estudio de la concentraciéon de los 4cidos nucleicos, en los tejidos de los
individuos durante las diferentes etapas de su desarrollo, resulta de especial interés para una
mejor comprension de la fisiologia de los organismos, ya que a través de su estudio se
pueden inferir funciones relacionadas con la utilizacién de los nutrientes y la formacion

presente y futura de los tejidos (Chung et al., 1988 y 1991).

El principio tedrico de la utilizacion de la relacion RNA/DNA asume que el
contenido de DNA es virtualmente constante en las células sométicas, de tal manera que las
concentraciones tisulares reflejan el nimero de células y es independiente de la condicién
nutricional. Mientras que, la cantidad de RNA celular, y principalmente de RNA ribosomal
(RNAr) disponible en los tejidos, es directamente proporcional al nivel de sintesis de
proteinas, por lo cual puede verse afectada por la condicién nutricional. Asi, la relacién
RNA/DNA resultante refleja la intensidad metabdlica celular y ha sido utilizada para medir
la condicién y el crecimiento potencial de las larvas de peces de diferentes especies

(Clemmenssen, 1996).

En el pejelagarto pinto la relacion RNA:DNA se mantuvo constante desde el inicio
del desarrollo de las larvas, y no fue sino hasta el 21 DDE cuando se detectd un incremento
significativo en el tratamiento de TSH encapsulada comparado con la dieta control y la

triiodotironina. Esto resulta congruente al observar la relacion de DNA y RNA con respecto
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al peso seco. La relacion DNA/Peso seco fue disminuyendo paulatinamente, como era de
esperarse, debido al incremento de peso de las larvas durante el desarrollo. A pesar de
haber detectado diferencias significativas en las variaciones de esta tasa durante el
desarrollo, cabe destacar la del 21 DDE en la cual las larvas de la dieta control y T3
mostraron resultados similares, mientras que la tasa de a TSH encapsulada revel6 el menor
valor. En relacién con esto, se ha encontrado que la relacion RNA/DNA en larvas de peces
cultivados se correlaciona positivamente con las densidades de alimento ofrecidas y las
tasas de crecimiento alcanzadas. De aqui, que se haya propuesto como un indice para
evaluar la condicién nutricional de las larvas (Carreén, 2002). A este respecto, se ha
sugerido que las variaciones registradas en las estimaciones de la relacion RNA/DNA han
sido debidas principalmente a la concentracion de RNA. En este sentido se ha postulado
igualmente, que el contenido de DNA es mas estable. De aqui surgié un indice basado en el
contenido relativo de DNA (DNA/Peso Seco). En relacidon con esto, varios estudios en los
que se ha empleado la relacion RNA/DNA han reportado un aumento en el contenido de
DNA (expresado como porcentaje del peso seco de la larva) de manera concomitante con
un descenso en la relacion RNA/DNA asociada a la inanicién de las larvas. Esto parece
ocurrir debido a que los animales no alimentados pierden peso mientras que el DNA es
conservado. De aqui, que una relacion DNA/Peso Seco sea igualmente un indicador
potencial de la condicién nutricional de la larva. En el presente estudio a pesar de que las
larvas sometidas al tratamiento con TSH microencapsulada mostraron un mayor peso,
mostraron también una relacién menor de DNA/Peso seco. Esto puede ser atribuible a una
mayor ganancia en peso en las larvas de este tratamiento como ya se explico
anteriormente, de lo que se podria igualmente deducir que parte del peso ganado no
corresponderia a musculo, sino a otros tejidos (lipidos), o bien porque en esta etapa las
larvas estuvieran experimentando un crecimiento hipertrofico en lugar de un crecimiento

hiperplésico.

Esta aproximacion tiene por otra parte la ventaja adicional de obtener de manera
mas ficil y confiable valores de DNA que determinar DNA y RNA de manera simultdnea
(Bergeron et al., 1991). Sin embargo, la relacion DNA/Peso seco no permite la evaluacion
del potencial de crecimiento, y la habilidad de la larva para recuperarse de la inanicion,

contrariamente a la utilizacion de la relacion RNA/DNA (Ferron y Leggett, 1994).
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En cuanto a la relacion RNA/peso seco se obtuvieron valores constantes durante el
inicio del desarrollo larvario, salvo en el 21 DDE, cuando las larvas del tratamiento de TSH
microencapsulada resultaron con una mayor relacién de RNA/Peso seco. Esto reflejaria una
mayor actividad de sintesis de proteinas. A este respecto la relacion RNA/DNA ha sido
considerada como un indicador mas preciso del crecimiento que la simple concentracion de

RNA, ya que esta relacidon no se ve afectada por el nimero de células.

Los resultados del presente estudio contrastan con un previo estudio realizado con
larvas de lepisosteidos en el que se indicé que la relacion DNA/RNA aument6 en el 13
DDE, permaneciendo constante a partir de entonces lo que implica que el crecimiento
tisular, principalmente como un producto de acrecién proteica, se estabiliza en esta etapa,
mientras que las larvas contindan creciendo con la misma intensidad metabdlica. Esto pudo
deberse entre otros aspectos a los métodos diferentes de suministro de las hormonas. Estos
datos apoyan las observaciones morfoldgicas que indica el final de la metamorfosis, el
inicio del crecimiento exponencial y la estabilizacion de la cantidad de enterocitos
(Mendoza, Aguilera, Carreon et al., 2002, Mendoza, Aguilera y Carreon, 2002; Mendoza,

Aguilera, Carreon, Montemayor y Gonzalez, 2007).

En cuanto a la tilapia, la relacion RNA:DNA se detect6 en el 6 DDE manteniendose
estable durante todo el desarrollo hasta el final del bioensayo (33 DDE) cuando se observé
un efecto marcado de la T3, aunque con una enorme variabilidad intra-tratamiento. En
cuanto a la relacion DNA/Peso seco se comenz6 a observar un incremento desde el dia 6
DDE elevandose y estabilizandose los siguientes dias, y mostrando un incremento notable
para el 24 DDE, destacando los tratamientos de las hormonas tiroideas como aquellos que
mostraron los menores valores. Sin embargo al analizar la totalidad del desarrollo esto pudo
deberse a las variaciones intra-tratamientos, ya que posteriormente se observo un descenso
y al final (33 DDE) se observd una mayor tasa DNA/Peso seco con la TSH
microencapsulada, lo que concordaria con los valores de peso registrados para este

momento.

Por otra parte la relacion RNA/Peso seco se detecto desde el 6 DDE, con enormes
variaciones para la dieta control y posteriormente se observé una estabilizacion paulatina

atribuible a la ganancia en peso durante el desarrollo. En breve la relacion de RNA/peso

88



seco fue mayor al inicio del bioensayo, 6 DDE, la relacion disminuyé los siguientes dias,
mostrando el 21 DDE un notable incremento en el tratamiento de tirotropina encapsulada,
sin embargo no se observaron diferencias significativas. No fue sino hasta el final del
experimento (33 DDE) que se noté un incremento para la mayor parte de los tratamientos.
Sin embargo por mostrar un desarrollo mds lento la tilapia, en relacion al pejelagarto pinto,
es probable que para observar diferencias conspicuas se requiririera de un periodo mas

extendido de observacion.

8.2.4 Cuantificacion de hormonas tiroideas

La manipulacién experimental de los niveles de hormonas tiroidianas, influye
directamente sobre el crecimiento y desarrollo de numerosas especies de peces durante el
desarrollo larvario (Kobuke et al 1987). En las larvas de pejelagarto pinto se detecté T4
desde el 9 DDE mostrando similitud en la concentracion de los tres tratamientos. En el 12
DDE, se observé un incremento de la hormona en los tratamientos de TSH y T3,
disminuyendo significativamente estos valores en el 16 DDE. Finalmente, en el 21 DDE se
estabilizé la concentracion de las T4 para los tres tratamientos. Mientras que la
concentracion de la T3 se mantuvo estable hasta el 16 DDE para después experimentar un
incremento significativo en el caso del tratamiento con T3. Esto significaria la conversion
de T4 a T3 controlada por la la actividad de la 5’monodesiodinasa a partir del dia 16 DDE,
lo cual explicaria por que los cambios importantes en el pejelagarto pinto (incremento en
peso, longitud, supervivencia y tasa RNA/DNA) se observan hasta después de este mometo

y hacia el final del bioensayo.

Por otra parte en la tilapia, la concentracion de T4 y T3 se detectaron desde el dia 6 DDE.
Se observé una disminucion de los valores de T4 a partir del 15 DDE siendo mds notables
estos hacia el final del experimento. Mientras que los valores de T3 fueron muy bajos al
inicio del crecimiento larvario, y fue hasta el 15 DDE cuando se pudo observar la mayor
concentracion de la T3. De la misma manera que en el caso anterior esto reflejaria la
actividad de la 5'monodesiodinasa en la conversion de T4 en T3, y explicaria el incremento

en peso y longitud a partir de este momento.
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9. CONCLUSIONES

Se observé efecto claro de la TSH encapsulada en el pejelagarto pinto, con un

incremento consecuente en el peso y longitud total de de las larvas

El efecto de la TSH encapsulada sobre el desarrollo de las larvas del pejelagarto
pinto también se vio reflejado en una mayor actividad metabdlica (RNA/DNA,
DNA Peso seco, RNA/Peso seco) que contribuye a explicar los resultados

morfoldgicos observados

Los resultados de la TSH fueron menos conspicuos en el caso de las larvas de

tilapia, presumiblmente debido a su desarrollo més lento

Ambos métodos de encapsulacion de la hormona fueron eficientes
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