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Resumen

Litopenaeus vannamei (camardn blanco) es una de las especies de crustaceos
mas cultivadas en acuicultura. Recientemente las cepas de Vibrio
parahaemolyticus asociadas a la Enfermedad de la Necrosis Aguda del
Hepatopancreas han causado pérdidas econdémicas importantes en esta industria.
Una de las estrategias para combatir esta enfermedad incluye la administracion de
inmunoestimulantes. En este sentido la nanotecnologia presenta diversas
aplicaciones en este campo debido a que las nanoparticulas (particulas de 0-100
pm) tienen un gran potencial por las propiedades derivadas de sus dimensiones,
que incluyen la capacidad de activar componentes del sistema inmune. En
particular, tanto estudios in-vivo como in-vitro en ratones han probado la
capacidad de las nanoparticulas de oro (AuNPs) para modular el sistema inmune.
El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad inmunoestimulante e
inmunoprotectora de AuNPs administradas oralmente en camaron frente a una
infeccion experimental con V. parahaemolyticus. Las AuNPs se caracterizaron
morfo-fisicoquimicamente mediante Espectrofotometria Ultravioleta -Visible,
Microscopia Electrénica de Transmision, Dispersién de luz dinamica (DLS) y
Potencial Z. Las AuNPs se administraron via oral (dosis Unica) evaluando 3
niveles de dosis (0,2; 2 y 20 pg de AuNPs por gramo de alimento) tomando
muestras cada 24h por 6 dias. Se evalu6 la supervivencia, dafios a tejidos
mediante histologia, conteo de hemocitos totales, actividad superoxido dismutasa,
catalasa y peroxidasa. Se analiz6 la expresion a nivel transcripcional del receptor
tipo Toll-3 y profenoloxidasa (proPO), genes relacionados a la funciéon inmune en
hemocitos e intestino. Las AuNPs empleadas tuvieron un tamafio promedio de
18.57 £ 4.37 nm, se encuentran medianamente dispersas y con un potencial
negativo de -10.3 + 0.208 (pH=7). No se encontraron signos histolégicos de
toxicidad o dafio al tejido en ninguna de las dosis probadas. Se observé una
inmunoestimulacion temprana a nivel sistémico en términos de la expresion del
receptor tipo Toll-3 y de proPO para hemaocitos; asi como de Toll-3 en intestino; lo
qgue sugiere que las nanoparticulas de oro son seguras y capaces de
inmunoestimular a nivel temprano. La dosis media de AuNPs indujo una
disminucién del dafio histopatolégico respecto al control positivo y una
supervivencia del 80% en los organismos retados con V.parahaemolyticus-
AHPND. Las AuNPs son una alternativa promisoria para el control de patégenos
en la industria camarinicola, con capacidad de generar una estrategia de control
de la enfermedad AHNDP causada por V. parahaemolyticus.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, Vibrio parahaemolyticus, Nanoparticulas
de oro, Inmunoestimulantes, Supervivencia.
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Summary

Litopenaeus vannamei (white shrimp) is one of the most cultivated crustacean
species in aquaculture. Recently, the Vibrio parahaemolyticus strains associated to
the Acute Hepatopancreatic Necrotic Disease have caused significant economic
losses in this industry. One of the strategies to fight this disease relies in using
immunostimulants. In this sense, nanotechnology offers several applications in this
field due to the fact that nanoparticles (particles of 0-100 um) have great potential
for the properties derived from their dimensions, which include capacity to activate
Immune system components. According to in vivo and in vitro studies in mice have
tested the ability of gold nanoparticles (AuNPs) to modulate the immune system.
This study aimed to evaluate the immunostimulant and immunoprotective capacity
of AuNPs administered orally in shrimp against an experimental infection with V.
parahaemolyticus. AuNPs were characterized morpho-physicochemically by
Ultraviolet-Visible Spectrophotometry, Transmission Electron Microscopy, Dynamic
Light Scattering (DLS) and ( (Zeta) Potential. AuNPs were administered orally
(single dose) evaluating three level doses (0.2, 2 and 20 yg AuNPs per gram of
feed), taking samples every 24 hours for 6 days. Survival rate, tissue damage by
histology, total hemocyte count, superoxide dismutase, catalase and peroxidase
activity were evaluated. Expression of Toll-3 like receptor and prophenoloxidase
(proPO) genes related to the immune system in hemocytes and gut was also
analyzed. The AuNPs had an average size of 18.57 + 4.37 nm, are moderately
dispersed and with a negative { potential of -10.3 £ 0.208 mV, pH=7. No
histological signs of toxicity or tissue damage were found in any doses tested.
Early immunostimulation was recorded at systemic level in terms of Toll-3 like
receptor and proPO expression in hemocytes and Toll-3 expression in gut;
suggesting that gold nanoparticles are safe and able to immunostimulate at early
level. The group receiving the medium dose of AuNPs induced a decrease in
histopathological damage when compared to positive control and a 80% survival
rate upon challenge with V. parahaemolyticus-AHPND. The AuNPs are a
promising alternative to the control of pathogens in shrimp industry, having
implications in the development of strategies to control AHNDP disease.

Keywords: Litopenaeus vannamei, Vibrio parahaemolyticus, Gold nanoparticles,
Immunostimulants, Survival.
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Glosario

Enfermedad: “Alteracion o desviacion del estado fisioldégico en una o varias partes
del cuerpo, por causas en general conocidas, manifestada por sintomas y signos
caracteristicos, y cuya evolucion es mas o menos previsible”. (WHO, 2016)

Inmunoestimulante: Sustancia que incrementa la habilidad del sistema inmune
para combatir infecciones y enfermedades (NCI, 2016).

Nanotecnhologia: Campo de la ciencia aplicada dedicado al estudio, disefio,
sintesis, control y manipulacion de la materia a una escala menor que un
micrémetro (nanogov, 2016).

Sistema inmune: Red de células, tejidos y 6rganos que en conjunto trabajan para
proteger el cuerpo contra infecciones (NIAID, 2016).



1. INTRODUCCION

La acuicultura es la produccion y/o proceso de cria de organismos acuaticos en
cultivos de alta densidad, el cual requiere de un mayor control para evitar el
desarrollo de enfermedades. Entre los organismos cultivados comUnmente se
encuentran peces, moluscos y crustaceos, dentro de los cuales destaca el
camaron blanco (FAO, 2004; FAO 2016), siendo la especie Litopenaeus vannamei
una de las especies mas cultivadas debido a su alta tasa de crecimiento y su
resistencia a rangos amplios de temperatura (FAO, 2004). Sin embargo la
industria camarinicola ha sido afectada a lo largo del tiempo por diversas
enfermedades infecciosas causadas en su mayoria por virus y bacterias causando
una alta mortalidad que se traduce en pérdidas economicas (Lightner, 1996;
Lightner et al., 2011; Walker y Winton, 2010). Entre los patégenos mas relevantes
se encuentran el Virus del Sindrome Taura, el Virus del sindrome de la mancha
blanca (TSV y WSSV por sus siglas en inglés, respectivamente) y recientemente
Vibrio parahaemolyticus (Lightner y Redman, 1998; Soto et al., 2015).

1.1  Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria perteneciente a la familia vibrionaceae.
Son bacilos Gram negativos, cortos, en forma de coma, mdviles, halotolerantes,
anaerobios facultativos (Luna et al., 2016); es comunmente encontrada en
ambientes marinos o estuarios, unida a superficies en el agua o0 en asociacién con
diferentes especies de moluscos (Broberg et al., 2011). Recientemente
V.parahaemolyticus adquiri6 un plasmido (plasmido pVA) que posee una toxina
binaria (ToxA y ToxB), similar a una proteina relacionada a insectos
“Photorhabdus”, toxina producida por la bacteria Photorhabdus luminescens (Li et
al., 2014) Las cepas que contienen este plasmido se han asociado con el

Sindrome de Mortalidad Temprana (EMS), mejor conocida como Sindrome de la



Necrosis Aguda del Hepatopancreas (AHPND por sus siglas en inglés), en el cual
generalmente existe una atrofia severa del hepatopdncreas con un
desprendimiento masivo de las células epiteliales en dicho érgano, presencia de
infiltracion hemocitica, necrosis (Joshi et al., 2014; Lai et al., 2015; Nunan et al.,
2014). Estas alteraciones morfologicas son utilizadas en el diagnéstico de esta
enfermedad mediante analisis histologico (Tran et al., 2013).

Durante los ultimos afios la tasa de contaminacion por V. parahaemolyticus se ha
incrementado (FAO, 2013). Ademas, algunas cepas estan asociadas como la
principal causa de gastroenteritis humana debido a la ingesta de marisco
contaminado (Broberg et al., 2011; CDC, 2013).

Un estado de enfermedad es consecuencia de una compleja interaccion de tres
factores: EI medio ambiente, el hospedero y el patdgeno, los cuales se denominan
triada epidemiologica (CDC, 2012). En este sentido, los crustaceos poseen
mecanismos de defensa que los protegen en contra de invasores o particulas

extrafias (sistema inmune).

1.2  Sistema inmune (SI) en crustaceos

Los crustaceos son invertebrados; carecen de Inmunoglobulinas propias de la
inmunidad adaptativa, por lo que su respuesta inmune est4d constituida
principalmente por la inmunidad innata que consiste en barreras fisicas, asi como
mecanismos celulares y humorales para combatir agentes extrafios y/o
enfermedades (Aguirre et al., 2009). La respuesta inmune celular incluye
mecanismos tales como nodulacién, encapsulacién y melanizacién (Vazquez et
al., 2009); mientras que la respuesta humoral involucra la sintesis y liberacion de
distintos compuestos: péptidos antimicrobianos (AMP por sus siglas en inglés),
inhibidores de proteinasas, factores parecidos a citocinas, entre otros

(Tassanakajon et al., 2013).



Uno de los principales mecanismos de defensa en crustaceos son los hemocitos,
células presentes en la hemolinfa (analogo de la sangre en humanos) que juegan
un rol central en la inmunidad no especifica (Johansson et al., 2000); participan en
la fagocitosis, melanizacion, produccion de compuestos oxidantes y en la cascada
de coagulacion (Aguirre et al., 2009). Hasta la fecha los hemocitos se categorizan
en tres grupos: hialinos, granulosos y semi-granulosos (Aguirre et al., 2009;
Rodriguez, 1996). Los hemocitos hialinos son células pequefias con una alta
relacion nucleo citoplasma y pocos o nulos granulos citoplasmaticos. Sus
funciones estan relacionadas con la coagulacion y fagocitosis (Soderhall y
Cerenius, 1992). Los hemocitos granulosos tienen actividad fagocitica y de
encapsulacién; ademas almacenan las enzimas que constituyen el sistema
profenoloxidasa (proPO) (Johansson y Soderhall, 1989) y son los que poseen el
ndcleo mas pequefo de los tres con un alto contenido de granulos (Zhang et al.,
2006). Los hemocitos semigranulosos poseen diversos granulos citoplasmaticos,
intervienen en los procesos de encapsulacion, fagocitosis y melanizacion donde
participa el sistema proPO; ademas, sintetizan y liberan las peneidinas, péptidos
antimicrobianos (AMPs por sus siglas en inglés) que promueven la adhesion
mediada por integrinas de granulocitos y semigranulocitos (Tassanakajon et al.,
2013).

Otras moléculas importantes presentes en la respuesta inmune del camarén son la
lisozima, que cataliza la hidrélisis de la pared celular bacteriana previniendo la
invasion de bacterias patégenas (Ji et al., 2011); asi como las lectinas, familia de
proteinas que reconocen azlcares terminales de glicoproteinas y glicolipidos
presentes en los microorganismos, involucradas en la activacién de la ProPO,
(Wei et al.,, 2012; Zhang et al., 2009). La ProPO participa en el proceso de
melanizacion en defensa contra patégenos o agentes extrafios (Soderhall y
Cerenius, 1998; Wang et al., 2006). Durante las reacciones inmunocelulares, en
especial en la fagocitosis y melanizacion se producen y liberan moléculas

altamente toxicas que ayudan en la muerte y degradacion del agente invasor, tales



como especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y de
nitrégeno (RNS, por sus siglas en inglés) que pueden dafar también tejidos del
hospedero. Para evitar esto el hospedero cuenta con defensas antioxidantes
(Morales, 2014). La superoéxido dismutasa y catalasa son enzimas antioxidantes
que actuan convirtiendo el anion superéxido y perdxido de hidrogeno producidos
en respuesta a los mecanismos de defensa contra patégenos, convirtiéndolos en
componentes menos dafinos para el organismo (H20 y CO2). Estas enzimas son
de manera indirecta indicadoras de actividad del sistema inmune en crustaceos
(Campa et al.,, 2002b; Lin et al., 2010). Todas estas respuestas humorales y

celulares permiten a los crustaceos ser capaces de combatir enfermedades.

Para controlar la proliferacion de microorganismos patdgenos en acuicultura se
utilizan antibiéticos. Sin embargo el amplio y frecuente uso de ellos con el tiempo
ha resultado en el desarrollo de cepas resistentes debido a la transferencia
horizontal de genes (proceso que permite compartir material genético entre
organismos) (Defoirdt et al., 2011). Por ello, el desarrollo de estrategias capaces
de controlar el crecimiento y desarrollo de enfermedad de bacterias patogénicas

es de gran importancia para asegurar la salud animal en la industria.

1.3 Inmunoestimulantes

Una de las estrategias utilizadas es potenciar la inmunidad y resistencia para
asegurar la salud de los organismos, esto mediante el uso de probioticos,
prebidticos e inmunoestimulantes (Akhter et al., 2015; Hai et al., 2015). Un
inmunoestimulante es una sustancia que activa el Sistema inmune causando una
respuesta global acelerando el reconocimiento y la eliminacion de agentes
patdgeno-infecciosos y sustancias extrafias (Apines y Amar, 2015). En hemocitos
de camaron se ha demostrado la activacion de la respuesta celular mediante la
administracion de inmunoestimulantes tales como microorganismos probioticos,
lisados de patdégenos o0 sus componentes estructurales tales como -glucanos, y

lipopolisacaridos (Apines y Amar, 2015; Campa et al., 2002). Esta respuesta



puede variar significativamente dependiendo del componente y del nimero de
receptores presentes en la célula (Bowie y O’Neill, 2000; Ji et al., 2009). Dentro de
las nuevas estrategias se propone el uso de nanoparticulas como vacunas,

adjuvantes e inmunoestimulantes.

1.4  Nanoparticulas e inmunoestimulantes

Las nanoparticulas (NPs) son particulas cuyo tamafio es menor o igual a 100 nm;
su tamafo, morfologia, area de superficie, conductividad y tipo de distribucion les
confiere nuevas propiedades sobre los solidos volumétricos (Kreyling et al., 2011).
Estas particulas han ganado interés debido a que se pueden aplicar como
antimicrobianos, vehiculos de entrega de farmacos y como inmunoestimulantes
(Shaalan et al.,, 2015; Swain et al., 2014; Vimal et al.,, 2014). En 2009,
Rajeshkumar et al. administraron en el camaron tigre negro (Penaeus monodon)
una vacuna de ADN basada en el gen VP28 del WSSV, formulada con
nanoparticulas de quitosan. Esta vacuna indujo una supervivencia relativa de
hasta el 50% de los organismos 30 dias post-tratamiento en comparacion al
control que presentdé 100% de mortalidad (Rajeshkumar et al., 2009).
Recientemente Sivaramasamy et al. 2016 reportaron un incremento en el nimero
de hemocitos totales, ganancia en peso, y la expresién de genes relacionados al
sistema inmune en camarones suplementados con nanoparticulas de plata
(AgNPs) de 5-25 nm biosintetizadas por la bacteria Bacillus subtilis. El tratamiento
con AgNPs también aumentd la resistencia ante un reto infeccioso con V.

parahaemolyticus.



1.4.1.1 Nanoparticulas metélicas

1.4.1.2 Nanoparticulas de oro (AuNP)

Las nanoparticulas de oro (AuNPSs) u oro coloidal son de las particulas metalicas
mas estables. Debido a su inercia y nuevas propiedades a nivel nanométrico hoy
en dia tienen potenciales aplicaciones en catalisis, imagenologia celular, sensores,
tratamientos, entrega de farmacos y diagnostico de cancer (Daniel y Astruc, 2004;
Eustis, 2006; Sperling, 2008).

1.4.1.3 Biocompatibilidad y baja toxicidad de AuNPs

En 2005 Connor et al. estudiaron la captacion y toxicidad de AuNPs en células de
leucemia humanas, encontrando que algunos compuestos precursores de AuNPs
pueden ser toxicos; sin embargo, las nanoparticulas per no perjudicaron las
funciones celulares. Las AuNPs de 18 nm preparadas con citrato no parecen ser
toxicas en concentraciones de hasta 250uM (atomos de oro) (Connor et al., 2005).
En 2007 Sadauskas et al. evaluaron la distribucién in vivo de AuNPs inyectadas
por via intravenosa (2 y 40 nm) o intraperitonealmente (40 nm) en ratones
revelando que estas nanoparticulas son captadas principalmente mediante
endocitosis por las células de Kupffer y macréfagos sin atravesar la barrera
encefalica. Ademas los autores demostraron que una parte de esas
nanoparticulas pueden ser secretadas por la orina como resultado de filtracion

simple en el glomérulo renal (Sadauskas et al., 2007).

1414 Interaccion y mecanismo de accion de nanoparticulas

En los sistemas de mamiferos, una vez dentro del tracto gastrointestinal (Gl), las
nanoparticulas interacttan con los enterocitos de la mucosa y los componentes
del sistema inmune intestinal. Independientemente de la ruta de entrada, las

nanoparticulas metalicas son en su mayoria transportadas via endosomas a



lisosomas. Por ejemplo, las nanoparticulas de plata no funcionalizadas se captan
principalmente por endocitosis mediada por clatrina (Mohanraj y Chen, 2006;
Petrarca et al.,, 2015). En invertebrados acuaticos, las nanoparticulas son

predominantemente almacenadas en el hepatopancreas (Jovanovic¢ y Pali¢, 2012).

Evidencias experimentales sugieren que las células del sistema inmune innato
interactian con las nanoparticulas metéalicas a través de algunos mecanismos
relacionados a la eliminacién de patdégenos, tales como los receptores tipo Toll
(TLRs) que funcionan como moléculas sensoras que detectan patrones
conservados de microorganismos Yy Vvirus presentes tanto en vertebrados
mamiferos como invertebrados crustaceos, iniciando una respuesta inmune
(Kawai y Akira., 2010; Li et al., 2013, Luo et al., 2015; Takeda et al., 2003). En
particular el TLR-4 parece ser el sensor y transductor de sefiales de
nanoparticulas de cobalto que finalizan con la activacién de la respuesta inmune
innata (Potnis et al., 2013).

2. ANTECEDENTES

En vista de que las AuNPs se consideran biocompatibles y pueden ser facilmente
funcionalizadas con antigenos, estos nanomateriales se han aplicado como
vehiculos de entrega de vacunas. La conjugacion de antigenos (proteinas,
péptidos o polisacaridos) o bien vacunas de ADN a las AuNPs permiten la
generacion de complejos que son captados eficientemente por el sistema inmune
dando lugar a una inmunogenicidad alta. Se ha reportado la funcionalizaciéon de
AuNPs con el toxoide tetanico, proteinas de la envoltura del virus del Nilo
Occidental, asi como antigenos asociados a tumores. Induciendo titulos
especificos de inmunoglobulina A (IgA) en mucosa intestinal de ratones; IgG
especificos en ratén asi como la produccién de distintas interleucinas tales como
IL-6, IL-12 provocando respuestas especificas de antigeno (Salazar-Gonzéalez et
al., 2015).



Dykman et al. propusieron una tecnologia para la preparacion de anticuerpos
contra varios antigenos utilizando oro coloidal como adyuvante, encontrando que
la inmunizacion animal con oro coloidal-antigeno conjugado (con o sin el uso del
Adjuvante de Freud completo) produjo anticuerpos especificos en una gran
variedad de antigenos. Las AuNPs pueden estimular la sintesis de anticuerpos en
conejos, ratas y ratones, reduciendo la cantidad de Antigeno necesario en
comparacion con algun adyuvante convencional. Incluso obtuvo una respuesta
inmune sin el uso de otros adyuvantes y estimulando la actividad fagocitica de
células linfoides e induciendo la liberacién de mediadores inflamatorios (Dykman
et al.,, 2004, 2009, 2017). Las AuNPs actian como adyuvantes y acarreadores
siendo el aspecto mas importante la manifestacion de las propiedades

inmunogénicas del oro coloidal.

Por otra parte se ha investigado el efecto de las nanoparticulas de oro desnudas
en proliferacion celular, citotoxicidad y respuesta inmune. Lu et al. en 2010
analizaron in vitro el efecto de AuNPs de 34 nm a diferentes concentraciones en
queratinocitos de ratén encontrando que a la concentracion de 5ppm se induce su
proliferacion (Lu et al., 2010). Kim et al. en el 2012 estudiaron los cambios
morfologicos in vitro de células mononucleares de sangre periférica y la expresion
de genes en células 293T con AuNPs acopladas a oligonucle6tidos y a la proteina
verde fluorescente (EGFP por sus siglas en inglés) dando como resultado que el
EGFP-oligonucleétido por si solo no fue responsable de desencadenar una
respuesta celular (Kim et al., 2012). Yen et al. (2009) describen la activacién de
fagocitos por la administracion de AuNPs in-vitro de distintos tamafios, reportando
cambios morfoldgicos que indican la activacion de macréfagos y la expresion de
las citocinas IL-1, IL-6, TNF-a, moléculas relacionadas con la activacion,
proliferacion y maduracion de neutréfilos en mamiferos (Abbas et al., 2008; Yen et
al., 2009). Malaczewska en 2015 realizé estudios in vivo administrando AuNPs en

ratones via oral; mostrando los diferentes efectos en el sistema inmune, tales



como un incremento en la proliferacion celular y en la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1[3, IL-6, TNF-a (Mataczewska, 2015; 2015(2)).

Sivaramasy et al. (2016) reportaron un incremento en el nimero de hemocitos
totales, ganancia en peso, y la expresion de genes relacionados al sistema inmune
en varios tejidos de camarones tratados con nanoparticulas de plata (5-25 nm
AgNPs) biosintetizadas por la bacteria Bacillus subtilis. Un hallazgo de gran
relevancia fue un incremento en la resistencia al reto infeccioso con V
.parahaemolyticus en el grupo tratado con AgNPs, con una tasa de supervivencia
del 90.66 * 0.523%, mientras que el control mostré una tasa del 10 + 0.321% y el
grupo tratado con el lisado Bacilus subtilis que mostré una tasa del 71 + 0.577%

(Sivaramasamy et al., 2016).

Dentro del panorama general, el sistema inmune innato es una eficiente primera
linea de defensa contra microorganismos invasores siendo considerada la forma
mas antigua y universal de defensa entre vertebrados e invertebrados (Stokes et
al., 2015). Basandonos en los modelos de investigacion de NPs, existen moléculas
del SI que se encuentran presentes en ambos organismos, ejerciendo funciones

similares en la defensa contra organismos patdégenos (Tabla I).

Tabla I. Similitudes en mecanismos del S| en mamiferos y crustaceos

MODELO Receptor Efector Referencia

(Especie)

Mamifero Receptores tipo SOD, Catalasa, Akira et al., 2006;

Mus Toll (1-10), Peroxidasa, Lisozima, Hoffmann et al.,

musculus Lectina tipo c, Catepsinas, Péptidos 2002; Stokes et al.,
Receptor de antimicrobianos 2015; Takeda et al.,
manosa. 2003.

Crustaceo Receptores tipo SOD, Catalasa, Bachere et al.,

Litopenaeus Toll (LvToll1-3), Peroxidasa, Lisozima, 2000; Hoffmann et

vannamei Lectina tipo c, Catepsinas, Péptidos al., 1999; Li vy
receptor de antimicrobianos Xiang 2013;
manosa Robalino et al.,

2007.
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Estos antecedentes nos muestran la posibilidad de un efecto inmunoestimulante
de las AuNPs. En el contexto de la acuicultura, de los diversos métodos de
estimulacién en camarones (inmersion, inyeccion, alimentaciéon), el método mas
practico utilizado es incorporando la substancia inmunoestimulante en el alimento
(Apines y Amar, 2015).

Una parte fundamental al momento de evaluar la proteccion inducida al
administrar las AuNPs ademas de analizar parametros fisiologicos, capacidad
antioxidante, expresién génica y supervivencia es el diagnéstico mediante
histologia. La histologia es un método estandar para las investigaciones
patologicas y el diagnéstico de enfermedades (Cervellione et al., 2017).

En este estudio se evaluara en camarones el efecto de las AUNPs administradas
oralmente en la respuesta inmune y en la proteccion frente a una infeccién

experimental con V. parahaemolyticus.

3. JUSTIFICACION

La salud de especies acuaticas esta influenciada por la triada epidemioldgica, la
cual establece que una enfermedad se establece como consecuencia de las
interacciones entre el patégeno, huésped y medio ambiente. El uso inapropiado de
antibidticos para la prevencion y el tratamiento de enfermedades ha dado lugar a
la generacion de cepas resistentes, evento asociado a la transferencia horizontal
de genes, lo que constituye una problematica para la industria porque estos

tratamientos tienden a ser ineficaces.

Actualmente el cultivo del camardén blanco (L. vannamei) es afectado por V.
parahaemolyticus, agente causal de la enfermedad de la Necrosis Aguda del
Hepatopancreas (AHPND, por sus siglas en inglés). Como alternativa al uso de

antibioticos para combatir el desarrollo de esta enfermedad existe el
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fortalecimiento del sistema inmune a través de la administracion de

inmunoestimulantes.

Diversos estudios en animales indican que las nanoparticulas de oro, ademas de
las diversas propiedades atractivas generadas por su reducido tamafio, son
capaces de ejercer una actividad inmunomoduladora asociada a la proteccién

contra algunas patologias.

4. HIPOTESIS

Si los estudios realizados en modelos animales indican que la administracion de
nanoparticulas de oro ejerce actividad inmunomoduladora, entonces Ila
administracion de nanoparticulas de oro a través del alimento estimulara el
sistema inmune del camardn con capacidad de generar una respuesta protectora

contra la infeccion por V. parahaemolyticus.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de nanoparticulas de oro sobre la respuesta inmune e
inmunoproteccion del camardn blanco infectado experimentalmente con V.

parahaemolyticus.

5.1 Objetivos particulares

1. Determinar la respuesta inmune en juveniles de camarén blanco
expuestos a diferentes concentraciones de nanoparticulas de oro
incluidas en la dieta.

2. Evaluar en hemocitos e intestino la expresion de genes relacionados al
sistema inmune en camarones tratados con nanoparticulas de oro.

3. Determinar si el tratamiento con AuNPs induce en camarones proteccion

ante la infeccion con V. parahaemolyticus.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencion y caracterizacion de AuNPs

Las nanoparticulas de oro se sintetizaron en la Universidad Autonoma de San Luis
Potosi mediante el método de Turkevich (1951). Se encuentran estabilizadas en
una solucién con iones citrato en agua desionizada estéril. El stock tiene una

concentracion 9.96 mM a pH de 7.5.

Se realiz6 la caracterizacion de las nanoparticulas de oro analizando las 3
concentraciones de nanoparticulas utilizadas (0.2 pg, 2 ug y 20 pg de AuNPs por
gramo de alimento). Se analizaron mediante Espectroscopia Ultravioleta-Visible
(Uv-Vis), Microscopia Electronica de Transmisién (TEM), Dispersion de Luz y
Potencial Z para evaluar la forma, tamafio y estabilidad de las particulas en

suspension.

6.1.1 Espectrofotometria Ultravioleta —Visible

La técnica se llevé a cabo en el laboratorio de Biopolimeros y nanoestructuras de
la Universidad Auténoma de San Luis Potosi, en la Facultad de Ciencias Quimicas
con el espectrofotometro Ultravioleta-Visible Cary 60 (Agilent Technologies). En
una celda de poliestireno se afadieron 100 microlitros de cada muestra con las
distintas concentraciones de AuNPs. Se realiz6 el protocolo de mediciones
calibrando con la solucion de dilucién de las nanoparticulas. Se hizo un barrido
espectral de 400 a 700 nm de longitud de onda con el modo correccién de linea

base por triplicado para cada muestra.

6.1.2 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Las particulas se examinaron con el Microscopio Electronico de Transmision (Joel

Joem 1230) para visualizar el tamafo y forma de la suspension coloidal. Cada
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muestra se prepara mediante el protocolo estandarizado del laboratorio de
Microscopia del Instituto de Metalurgia de la UASLP. Se utiliz6 una gota de cada
solucion sobre una rejilla de cobre con sustrato de carbono, donde las

nanoparticulas quedan adheridas una vez evaporado el disolvente.

6.1.3 Dispersion de luz dinamica (DLS)

Al pasar un haz de luz en la muestra se dispersa en varias direcciones. Los haces
de luz que son dispersados por distintas particulas interfieren entre si. Particulas
pequefias aceleraran la variacién de intensidad debido a que su movimiento es
mas rapido en comparacion a particulas grandes, cuyo movimiento es mas lento,
Obteniéndose una intensidad de dispersion determinada. Esta técnica permite
conocer el tamafio de particula dependiendo de la dispersién de luz que éstas

produzcan.

El uso de surfactantes para la sintesis de nanoparticulas implica un aumento del
diametro efectivo el cual en dispersion incluye también a las moléculas de
disolvente. Este diametro se conoce como diametro hidrodinamico y se puede
caracterizar por DLS. Se utiliz6 el equipo DLS-Malvern instruments
(Zetasizernano) para las mediciones en ésta técnica. Se afladié 1 mL de volumen
de las muestras de AuNPs en una celda de poliestireno, temperatura 24 °C, con 3

repeticiones por medicion.

6.1.4 Potencial Z

Dependiendo de sus caracteristicas, las nanoparticulas metalicas poseen cargas
negativas o positivas y estas son moduladas por el pH del medio en el cual se
encuentran dispersas. Esto provoca que las particulas atraigan iones con carga

opuesta formando una capa de iones en la superficie. Dentro de ésta capa existe
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un limite de capa teorico en el cual los iones y particulas forman una entidad
estable (capa interna). Al moverse una particula (por ejemplo) por efecto de la
gravedad, los iones dentro de la capa limite se mueven, y aquellos que se
encuentren mas alejados de esta capa (capa externa) permaneceran en el
dispersante. En este estudio se determind el potencial Z de las nanoparticulas
empleando soluciones a las 3 concentraciones elegidas asi como 5 diferentes pH
(1, 3,5, 7, 9). El analisis se realiz6 por triplicado utilizando el equipo DLS-Malvern

instruments (Zetasizer nano).

6.2 Preparacion de los tratamientos

6.2.1 Concentracion de nanoparticulas

Las dosis a utilizar en los bioensayos se establecieron en base a los antecedentes
de estudios in vivo encontrados en la literatura, las cuales no resultaron en efectos

citotoxicos. Las dosis elegidas fueron: 0.2, 2 y 20 ug por gramo de alimento.

Para conocer la cantidad de nanoparticulas presentes en la solucibn madre se
procedié a realizar los calculos partiendo de un volumen de 300 pyL con una

concentracion 9.96 mM.

En base a la formula de Molaridad se realizaron los siguientes calculos:

sz— 9_ g=Mx*L*PM 1)

T P.M+L

Partiendo de 1 g = 1x10° ug y Peso Molecular del oro de 196.967 g.mol*

~ 1x10-3M g 1mlL 1L
g = (996 mu| P3i) < (196967 ) « (300uL| 505 7mar)
= 5.885x107*g

g = 588.53ug AuNPs

Al aplicar la ecuacion (1) se obtuvo la relacionmostrada en la tabla Il:
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Tabla IlI. Relacion del volumen necesario para obtener las distintas
concentraciones de Nanoparticulas utilizadas en los experimentos empleando una
solucién madre a 9.96 mM

Vol (uL) Cantidad AuNPs (ug)
300 588.53
X Y

Dosis (ug g?) = 0.2, 2, 20; Volumen (uL) = 1.0, 9.8, 98.0, respectivamente. Los
volimenes calculados de solucién madre se llevaron a un volumen final de 600 pL
con agua desionizada estéril, el cual permiti6 una dispersibn homogénea de las

nanoparticulas en el alimento.

6.2.2 Incorporacion de las AuNPs al alimento

La solucion de AuNPs a diferentes concentraciones se dispersé en el alimento
comercial Camaronina® por medio de aspersién, secdndose a temperatura

ambiente durante 5 min y almacenando a 4 °C hasta a su administracion.

6.3 Animales

Los animales utilizados durante los bioensayos se aclimataron en tanques 600 L
con 500 L de agua de mar, a una salinidad 40 unidades porcentuales (ups), una
temperatura de 25+1°C, niveles de oxigeno disuelto >6 mg/L. La alimentacion se
realizé a una tasa de 10% de biomasa total, con una frecuencia de 2 veces por dia

hasta el inicio de los tratamientos.

6.4 Disefio experimental dosis-respuesta de las AUNP

El experimento tuvo una duracién de 6 dias. Se establecieron 4 grupos (n= 15) de
camarones con un peso vivo promedio de 7.05 + 0.5 g. Los animales se colocaron
en tanques de 60 L con 40 L agua de mar, una salinidad de 40 ups, y una

temperatura de 251 °C con recambios de agua del 40% cada 48 h. La
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aclimatacion tuvo una duracion de 4 dias, con una alimentacion del 5% de la
biomasa total, siendo alimentados 2 veces al dia hasta el bioensayo. EIl
experimento se realizé por triplicado. Se utilizaron 3 concentraciones de
nanoparticulas (0.2, 2, 20 ug g?) en el alimento y un control (alimento sin AUNPS).
Este bioensayo consistié en una sola administracion (pulso) con muestreos a las
0, 24, 48, 72,96 y 120 h y tuvo por objetivo observar la respuesta a corto plazo, la

intensidad y el tiempo de respuesta al administrar AuNPs en el alimento.

Los muestreos fueron de 3 camarones por tanque. Se tomaron muestras de
hemolinfa para Conteo de hemocitos totales (CTH), actividad superédxido
dismutasa, peroxidasa y catalasa ademas de extraccion de ARN. De la misma
manera se tomaron muestras de intestino para extraccion de ARN y de
hepatopancreas para histologia. Se evalud la mortalidad de los organismos a lo
largo de todo el experimento.

6.4.1 Extraccion de hemolinfa

Para evaluar los parametros de conteo total de hemocitos (CTH), peroxidasa,
catalasa y actividad SOD se realiz6 la extraccion de hemolinfa por medio de la
puncion del primer segmento abdominal con la ayuda de una jeringa con
anticoagulante (450 mM NacCl, 10 mM KCI, 10 mM EDTA-Naz, 10 mM HEPES, pH
7.3, 850 mOsm kgt) (Anexo A) (Campa-Cérdova et al., 2002a).

6.4.2 Conteo de hemocitos circulantes (CTH)

El CTH se realizdé conforme a lo descrito por Campa-Cérdova et al. en 2002. Se
llevd a cabo en la cAmara de conteo Petroff-Hausser Scientific ®. Se tomaron 30
uL de hemolinfa con anticoagulante a los cuales se afiadieron 150 pL de
formaldehido al 4%. Los conteos se realizaron utilizando un microscopio de campo
claro. Se realizaron los calculos del factor de dilucion en cada muestra para
calcular el numero de células por mililitro. Los resultados obtenidos se analizaron
estadisticamente por el programa R, plataforma RStudio ®, para evaluar si existen

diferencias significativas respecto a los distintos tratamientos (Campa et al., 2002)
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6.4.3 Actividad de enzimas antioxidantes

6.4.3.1 Actividad Superéxido dismutasa

La superéxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacion del anién superoxido (O2)
en peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular. Existe una forma indirecta de la
medicion de la actividad de esta enzima utilizando una sal de tetrazolium (WST-1)
gue produce un colorante de formazan soluble en agua tras la reduccién con el

aniéon superoxido.

Para elaborar el extracto las muestras de hemolinfa se centrifugaron a 800 x g por
15 min. -4°C separando y almacenando el sobrenadante a -20°C. Para la técnica
se utilizo el kit SOD (Sigma-Aldrich ®) en microplaca. Se realizaron los calculos
para obtener el porcentaje de inhibicion enzimatica siguiendo las instrucciones

proporcionadas por el fabricante.

6.4.3.2 Actividad Peroxidasa

La actividad peroxidasa fue medida en sobrenadante de hemolinfa por un método
colorimétrico en microplaca de 96 pozos (Reyes-Becerril et al.,, 2017). Se
mezclaron 20 yL de sobrenadante con el sustrato de peroxidasa (80 uM 3,3',5,5'-
clorhidrato de tetrametilbencidina; TMB, Sigma ®; conteniendo 2.5 mM de H202).
El cambio en la coloracion se par6 a los 5 min, agregando 50 pL de H2SO4 2M. La
reaccion fue detenida a los 5 min agregando 50 uL de H2SO4 2M. La densidad
Optica se midié a A=450 nm en el lector de microplacas. Se utiliz6 agua destilada
como blanco. La actividad peroxidasa se determiné definiendo como una unidad

en términos de un cambio de absorbancia de 1.
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6.4.3.3 Actividad Catalasa

La actividad catalasa se llevo a cabo acorde Weimer et al. (2014), con algunas
modificaciones (Weimer et al., 2014).

La muestra se mezclé con buffer de ensayo (buffer de fosfatos pH 7) y metanol.
Se afadio H202 (Applichem, 30%) diluido y se incub6 por 20 minutos en agitacion
continua a temperatura ambiente. La reaccion se paré mediante la adicion de
Hidroxido de potasio (Sigma-Aldrich ®) y Purpald (Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO,
USA; en HCI). Se incubé por 35 min a temperatura ambiente con agitacion
continua. Se agregod peryodato de potasio (Sigma-Aldrich ®;en KOH) para oxidar
el complejo formaldehido-purpald y se incub6 por otros 5 min antes de medir la
absorbancia a 595 nm.

6.4.4 Histologia

Para el analisis histologico del bioensayo dosis-respuesta de las AuNPs, los
organismos fueron fijados en Solucion de Davidson modificada, sin acido acético
glacial (Anexo C). Se tomd un organismo por tanque al inicio (0 h) y al final del
experimento (120 h) inyectando 1mL de la solucién fijadora de manera lateral en el
hepatopancreas (Bell y Lightner, 1988). Los organismos fueron disectados y se
recuperd el hepatopancreas para su analisis en el laboratorio de Histologia del
CIBNOR. Las muestras se deshidrataron, incluyeron en parafina y se cortaron
secciones de 4 um de grosor con el microtomo Leica RM 2155. Se realiz6 la
tincion de hematoxilina y eosina para las muestras y los tejidos fueron observados
en un microscopio electronico BX41 con cadmara integrada NIKON®. En el
bioensayo- reto, los organismos fueron fijados en Solucion de Davidson. Se tomo
un organismo por tanque al final del experimento, inyectando 1mL de Solucion
Fijadora lateralmente en el hepatopancreas. Las muestras se procesaron de la

misma manera en el laboratorio de Histologia del CIBNOR.
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6.4.5 Extraccion de ARN total y sintesis de ADN complementario

Se realiz6 la extraccion de ARN en hemocitos para el tiempo de acuerdo al
protocolo de Trizol Reagent (Sigma-Aldrich ®) con algunas modificaciones. Los
hemocitos se lisaron con perlas de vidrio en vortex. Posteriormente se
centrifugaron para recuperar el ARN y eliminar los residuos celulares (12 000 x g,
10min. 4°C). El sobrenadante se coloc6 a temperatura ambiente por 5 minutos;
después se afadié cloroformo agitandose varias veces. Las muestras se
centrifugaron (12 000 x g, 15 min. 4°C) y al sobrenadante se le agreg6 2-propanol,
dejando precipitar toda la noche a -20°C para recuperar la mayor cantidad de
ARN. Las muestras se centrifugaron (12 000 x g, 10 min. 4°C) descartando el
sobrenadante. El pellet se lavo 2 veces con etanol al 70%, dejando secar de 10-15
min a temperatura ambiente. EL pellet de ARN fue resuspendido en agua miliQ

estéril.

Para la extraccion de ARN en intestino se realizé el protocolo de acuerdo a Trizol
Reagent (Sigma-Aldrich ®). Las muestras se lisaron con POLYTRON,
centrifugando a 12000 x g por 10 min a 4°C para eliminar los residuos celulares. Al
sobrenadante se le adicioné cloroformo centrifugando a 12 000 x g por 15 min a
4°C, separando la fase acuosa. Posteriormente se agreg6 2-propanol, precipitando
a Temperatura Ambiente. Las muestras se centrifugaron a 12000 x g por 10 min.
4°C. Se realizaron lavados al pellet con etanol al 75%, secando y resuspendiendo
en agua miliQ. EI ARN obtenido se cuantific6 a A=260 y 280 nm usando Nano
Drop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). Sélo el ARN con un radio de
absorbancia (A2e0:A280) mayor a 1.8 fue utilizado para los posteriores
experimentos. En todas las muestras se utiliz6 1 pg de ARN total para los
posteriores pasos. Las muestras de ARN fueron tratadas con DNAsa | (Sigma-
Aldrich®) para eliminar el ADN gendémico residual. Las muestras se almacenaron a
-60°C para la posterior sintesis de ADN complementario (ADNc). La sintesis de
ADNCc se realizé acorde al protocolo Improm Il Promega ®.
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6.4.6 Expresion de genes en PCR tiempo real (QPCR)

El ADNc se utilizé6 como templado para analizar la expresion de los genes diana.
Se utilizé una dilucién 1:50 del ADNc para la técnica de qPCR. Se midio la
expresion de 3 genes: TLR3, profenoloxidasa y RFLP7 como control enddgeno.

Se utilizaron los cebadores (primers) de la tabla Ill.

Tabla Ill. Genes relacionados con el sistema inmune del camarén blanco (L.
vannamei) y primers utilizados para la técnica de PCR en tiempo real.
Gen diana #Gen Bank Secuencia Producto
Forward (F) /Reverse (R) (Pb)
Receptor Tipo Toll- JN180638.1 5-CTT TTG GAC CCT GTA ATT 244
3 (TLR3) TCT CAC-3
5-CCC CAC TCA ACA TCA
AAC C-3’
Profenoloxidasa AY723296 5-CGG TGA CAAAGT TCC TCT 241
(ProPO) TC-3
5-GCA GGT CGC CGT AGT
AAG-3’
Proteina ribosomal AFU93449.1 5-GCACTGTTTTGGTTCCTG-3' 210
L7 5-TGATGGTCTTCAGGTTGG-3’
(RFLP7)

La qPCR se llevo a cabo en el Sistema de PCR tiempo real Rotor gene 6000
(Qiagen ®) utilizando SSOfast Eva Green Bio-Rad ®. Las amplificaciones se
llevaron a cabo en un volumen de reaccién de 15 pL con 7.5 pL de la mezcla, 10
mM de cada cebador especifico (Forward/Reverse) y 5uL de ADNc dilucién 1:50.
El perfil térmico para la gPCR fue: 95°C por 5 min. seguido de 40 ciclos de 95 °C
por 15 s, 60°C por 20 sy 72°C por 25 s. Después de la amplificacion, se llevo a
cabo un andlisis de la curva de fusion (melt curve) para confirmar que sélo habia

un producto de amplificacion.

Cada muestra se corrié por triplicado para cada gen. Se incluyeron controles
negativos de las reacciones para cada set de primers omitiendo el ADNc modelo.

Las cantidades relativas de todos los genes diana y del ARN de RFLP7 en los
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ADNCc se calcularon acorde al método 222CT (Livak y Schmittgen, 2001). Los
niveles de ARNm fueron normalizados respecto a los niveles de RFLP7 y
expresados como nivel relativo:

ARNm diana
ARNm control

)

Los resultados son presentados como la media y el error estandar.

6.5 Disefio experimental para el reto con V. parahaemolyticus

Este bioensayo se realizdé en el Centro Interdisciplinario de Investigacion para el
Desarrollo Integral Regional (CIIDIR) en Sinaloa, Guasave. Se realiz6 un
bioensayo previo con 3 concentraciones de V. parahaemolyticus para determinar
la dosis 6ptima (1x10°, 5x10° y1x108 Unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL) utilizando 8 organismos por dosis, con un peso promedio de 7.21 + 1.16
g (n=8, triplicado), los cuales fueron inoculados con las diferentes dosis. Se
analizo la dosis por la mortalidad que presentaron dentro de las primeras 72 h,
utilizando el software Statplus v6.2.2.0., mediante el andlisis Probit por el método
de Finney (Finney, 1952). Una vez obtenida la dosis letal media (LDso), se realizé

el bioensayo-reto.

El reto fue conducido como el descrito por Campa et al. (Campa-Cérdova et al.,
2017) con algunas modificaciones. Se tienen 5 grupos de 30 camarones por grupo
(n=10, triplicado) con un peso promedio de 7.02 + 1.127 g, los cuales fueron
inoculados con la suspension bacteriana: (1) Grupo control sin suspension
bacteriana SB, (2) Grupo control con SB, (3, 4 y 5) Grupos alimentados con

AuNPs (0.2, 2y 20 ug g*) + suspension bacteriana.

Los organismos se alimentaron con las AuNPs y a las 24 h post-alimentacion se
realizo la infeccion con la bacteria. Se evaluo la mortalidad en el experimento

dentro de las primeras 36 h.
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6.5.1 Identificacion de la cepa de V. parahaemolyticus asociada a AHPND

Se empled la cepa Cepa IPNGVELS6, la cual fue aislada de un brote en las granjas
camaronicolas de Sinaloa a partir de muestras de tejidos de camarones con los
signos clasicos de AHPND, que por dilucion fueron sembrados en medio TSA y
TSB con NaCl al 2.5%.

Se tomo6 mediante asa microbioldgica una muestra del cultivo en placa sembrando
por estria cruzada en CHROMagar ® especifico para Vibrio. Paralelamente la
cepa se sembré en agar TCBS selectivo para Vibrio, cultivAndose por 18 h a 35°C.
Adicionalmente se realizé una tincion Gram para visualizar la morfologia celular

bacteriana caracteristica de V. parahaemolyticus.

Para corroborar la presencia de la toxina Pir-AB en la bacteria se realizé la
extraccion de ADN gendmico de la muestra mediante el kit FAST DNA ® Spin Kit.
La muestra se cuantifico en nanodrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE),
para posteriormente correr en un gel de agarosa al 1% para evaluar la calidad del
ADN genodmico. Se realiz6 una PCR anidada para la deteccion de las toxinas Pir-
AB (Dangtip et al., 2015) (Tabla 1V).

Se programé el termociclador de la siguiente manera, para la primera
amplificacion se corridé 1:45 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 30 s de
desnaturalizacion a 94°C, una temperatura de alineamiento de 55°C por 30 s y la

elongacion a 72°C durante 30 s, para finalmente una extension de 2 min a 72°C.

En la segunda PCR, se utilizé el producto de la primera como templado para las
reacciones, el termociclador se programé de la siguiente manera: amplificacion de
2:00 min a 94°C, 25 ciclos de 20 s de desnaturalizacion a 94°C, una temperatura
de alineamiento de 55°C por 20 s y la elongacion a 72°C durante 20 s, para
finalmente una extension de 2 min a 72°C. Se observaron los productos de
amplificacion en un gel de agarosa al 1.5% en TAE1X. Como control negativo se

utilizé ADN de una cepa Vpl6 que no contiene el vector asociado-AHPND. Otro
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control comprendid una reaccién sin templado (NTC) conteniendo solamenteagua

grado PCR.

Tabla IV. Reactivos PCR anidada.

Reactivo Concentracion Final
PCR1
Buffer 1X
MgCl2 3.0mM
dNTPs 0.2 uM
Primer F 0.2 uM
Primer R 0.2 uM
Polimerasa (Go-Taq Flexi ®) 0.5u
Agua grado PCR X
Templado 70 ng
PCR2
Buffer 1X
MgCl2 2.5 mM
dNTPs 0.2 uM
Primer F 0.163 uM
Primer R 0.163 pM
Polimerasa (Go-Taq Flexi ®) 0.5u
Agua grado PCR X
Templado 2uL

6.5.2 Cultivo de V. parahaemolyticus- AHPND

Esto se realiz6 en el laboratorio de Bioquimica y biologia molecular, CIIDIR,
Sinaloa. Se tomo la cepa de V. parahaemolyticus de un Stock en glicerol (15%) vy
se cultivo la bacteria en TSB 2.5% a 30°C 18h.

El cultivo se centrifugd a 2 379 x g durante 20 min. Se hicieron lavados al pellet
con agua salina (2.5 % NacCl) y se resuspendié en un volumen de la misma. De

esta solucién se midié la absorbancia a A=595nm ajustando a DO de 1.0.

6.5.3 Histologia

Para los analisis histologicos del bioensayo-reto con las AuNPs, los organismos

fueron fijados en Solucién de Davidson (Anexo C). Se tomd un organismo por
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tanque por replica para cada tratamiento a las 36 h (n=3, 5 tratamientos)
inyectando 1mL de la solucion fijadora de manera lateral en el hepatopancreas.
(Bell y Lightner, 1988). Los organismos fueron disectados y se recupero el
hepatopancreas para su analisis en el laboratorio de Histologia del CIBNOR. Las
muestras se deshidrataron, incluyeron en parafina y se cortaron secciones de 4
um de grosor con el microtomo Leica RM 2155. Se realizd la tincion de
hematoxilina y eosina para las muestras y los tejidos fueron observados en un

microscopio electrénico BX41 con camara integrada NIKON ®.

6.6 Andlisis Estadisticos

Los datos obtenidos durante la realizacion de los bioensayos fueron analizados
por ANOVA 1 via o Kruskal-Wallis para los datos que no cumplen con los
supuestos de normalidad y homocedasticidad. Si hubo diferencias, se analizaron
con una prueba post-hoc de Tuckey o Dunn test mediante el uso del software

RStudio. Version (1.0.44). Un valor de p<0.05 se considero significante.
7. RESULTADOS

7.1 Obtencion y caracterizaciéon de AuNPs

En la figura 1 A se observa el espectro UV-Vis de las AuNPs. El pico de maxima
absorcion se presenta a 526 nm. La figura 1 B muestra imagenes TEM de las
nanoparticulas de oro sintetizadas. En general, las nanoparticulas de oro
presentaron formas ovoides y los tamafos estimados estaban en el rango de 10 a
32 nm, siendo la mayoria de las nanoparticulas de 18.57 + 4.37 nm en promedio
(IN. La figura 1 C muestra el espectro de dispersién de rayos X en el cual las
nanoparticulas de oro tienen dos picos representativos de 2,2 y 9,7 KeV. El pico
observado a 8KeV representa el espectro de Cu utilizado para las mediciones. En

la figura 1 D se observa el didmetro hidrodinAmico de las nanoparticulas de oro.
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Hay una dispersion de 3 tamafios, cuya mayor intensidad esta en el didmetro de
54.82 nm.
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Figura 1. Caracterizaciéon de nanoparticulas de oro a concentracion de 2 ug g* de
alimento. (A) Espectro UV-Visible de nanoparticulas de oro. (B) Andlisis
morfolégico de AuNPs: Derecha: TEM de nanoparticulas de oro sintetizadas por el
método de Turkevich. Se observa forma ovoide de estas nanoparticulas.
Izquierda: Histograma de distribucién de tamafios de AuNPs. El software ImageJ
se utiliz6 para el analisis de las imagenes TEM. (C) Espectro EDS de
Nanoparticulas de oro. Los picos en las posiciones de oro elemental estan
indicados por v. (D) DLS de AuNPs el cual muestra el didametro hidrodinamico de
la solucidn, andlisis por triplicado.
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El potencial ¢ se determind a diferentes pH para evaluar la estabilidad de las
nanoparticulas de oro. Se encontré que el { -potencial casi todos los casos fue

negativo a excepcion del pH =1. El valor mas alto se presento en el pH 5.0 (Tabla
V).

Tabla V. Potencial ¢ de nanoparticulas de oro en funcion del pH.

pH mV SD

3.58 1.7
-4.32 0.118

1

3

5 -14.7 0.954
7 -10.3 0.208
9

-7.07 0.408

7.2 Dosis-respuesta de las AUNPs

7.2.1 Supervivencia

Durante el transcurso del bioensayo no se presenté mortalidad en ninguno de los
tratamientos ni en el tiempo 0.

7.2.2 Conteo de hemocitos circulantes

Se realizaron analisis de normalidad y homocedasticidad para los datos de CTH
con la prueba de Shapiro y la prueba de Fligner (p-valor = 0.0007031, p-valor = 0.3
971, respectivamente). Los datos no presentaron normalidad. (Pvalor < 0.05), por
lo que se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis. Los resultados indican que no hay dif
erencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos utilizados (
p-valor = 0.9489).
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La figura 2 muestra la variacion en el conteo de hemocitos totales. En éste gréafico
no se aprecia un patrén constante en los distintos tratamientos. A las 24 y 48 h se
observa un aumento del numero de células dependiente de la concentracion, es d
ecir, a mayor concentracion de AuNPs existe un aumento del nimero de hemaocito
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Figura 2. Conteo de hemocitos totales de L. vannamei expuesto a AuNPs via oral
por 6 dias. (A) 0.2 ug gltalimento, (B) 2 ug g* alimento, (C) 20 ug g* alimento,
(TO) Tiempo 0, (W) Control sin AuNPs.

7.2.3 Actividad Superéxido dismutasa

Se realizaron analisis de normalidad y homocedasticidad para la actividad SOD en
el sobrenadante mediante la prueba de Shapiro y la prueba de Fligner (p-valor = 0.
9202, p-valor = 0.3971, respectivamente). Los datos presentaron normalidad y ho
mocedasticidad por lo que se utilizé la prueba ANOVA 2 vias que dio diferencias si
gnificativas entre tratamientos (p=0.047). En la figura 3 se presenta la tasa de
inhibicion de la enzima superoxido dismutasa en sobrenadante de camaron blanco

para los distintos tratamientos en los muestreos. Existen diferencias significativas
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alas 48,96 y 120 h. A las 48 h se observa un aumento de la actividad en los grup
os administrados con nanoparticulas de oro respecto al control, con el valor mas
alto en la dosis de 0,2 pg g*. Se observa un patrén caracteristico en todas las dosi

s, similar a una ola, con un descenso-aumento de la actividad SOD para todos lo
S tratamientos.

100 ~

=
[a)]
8 W Control
o
3 0,2 ug/g
>
] W2 ug/g
<

W20 pg/g

24 48 72 96 120
Tiempo (h)

Figura 3. Tasa de inhibicion de la enzima Superéxido dismutasa en sobrenadante
de hemolinfa de camarén blanco (L. vannamei) alimentados con dieta control o
dieta con AuNPs a distintas concentraciones. Letras diferentes representan

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Los datos se presentan como
la media £ S.E.

7.2.4 Actividad Peroxidasa

En la figura 4 se presenta la actividad Peroxidasa en sobrenadante de hemolinfa
de camaron. Se puede visualizar un patrén en el cual la actividad de dicha enzima

disminuye y/o aumenta entre tratamientos respecto del tiempo.
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Figura 4. Actividad peroxidasa en sobrenadante de hemolinfa de camarén
alimentado con distintas concentraciones de nanoparticulas de oro en la dieta. Los
resultados son presentados como la media + S.E. Diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) se muestran con letras diferentes entre los tratamientos de
cada tiempo.

7.2.5 Actividad Catalasa

En la figura 5 se observa la actividad enzimatica de catalasa en sobrenadante,
cuyos valores mas altos respecto al control se encontraron a las 24 h para la dosis
de 0,2 ug g Sin embargo estos valores disminuyeron en los tiempos posteriores y
se mantuvieron de manera oscilante con incrementos y decrementos hasta las
120h.
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Figura 5. Actividad catalasa en sobrenadante de hemolinfa de camarén
alimentado con distintas concentraciones de nanoparticulas de oro en la dieta. Los
resultados son presentados como la media + S.E.

7.2.6 Histologia

Los resultados de los analisis histoldgicos para hepatopancreas se muestran en la

figura 6.
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Figura 6 a-d. Vista del corte transversal del hepatopancreas de L.vannamei.
Tdbulo (T); Capa mioepitelial (Mel); Lumen (Lum); Células B (B); Células
mioepiteliales (Mfn); Seno hemal (Sh); hemocitos (*). Seccion en parafina de 4
um, tincion H&E. Longitud de la barra en a, c, e, g, i =150 micras; b, d, f, h, j =200
micras.

En la figura 6 a-d se observan cortes transversales del hepatopancreas con las
distintas estructuras celulares. Las figuras a-b corresponden a un corte del
hepatopancreas de L.vannamei en el tiempo 0. Se observan los tabulos (T)
delimitados por la capa mioepitelial (Mel) y un lumen (Lum) en forma de estrella,
asi como un gran namero de células B (B) y algunas células mioepiteliales (Mfn).
Existe una separacion entre el tabulo y la capa mioepitelial. La figura 6 (c-d)
muestra el tratamiento control a las 120 h. Se observa el lumen en forma de
estrella, células B en los tabulos del hepatopancreas, y la presencia de algunos
hemocitos (asterisco) en el tejido asi como una separacion del tibulo respecto a la

capa mioepitelial.
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Figura 6 e-j. Vista del corte transversal del hepatopancreas de L.vannamei.
Tdbulo (T); Capa mioepitelial (Mel); Lumen (Lum); Células B (B); Células
mioepiteliales (Mfn); Seno hemal (Sh); hemocitos (*). Seccion en parafina de 4
um, tincion H&E. Longitud de la barra en a, c, e, g, i =150 micras; b, d, f, h, j =200
micras.
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Las figuras 6 e-f; g-h e i-j corresponden a los tratamientos con 0.2, 2y 20 ug g*de
AuNPs, respectivamente. En las iméagenes (i, j) se observan algunas infiltraciones

de hemocitos (*).

7.2.7 Andlisis de la expresion de genes en PCR tiempo real

El analisis de la expresion del gen TLR3 en hemocitos alimentados con diferentes
concentraciones de AuNPs muestra diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) a las 24 h con una sobreexpresion dosis-dependiente. El tratamiento con
la dosis de 20 pg g presenta el valor mas alto con una expresion 100 veces

superior al control. Este valor se reduce con respecto del tiempo (Fig. 7).
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Figura 7. Analisis de la expresion de TLR en hemocitos de camaron blanco en
respuesta a la administracion de AuNPs a concentraciones de 0,2; 2y 20 ug g
Los datos se presentan como la media + S.E
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Los valores de expresion a las 48 h disminuyen para las dosis de 2y 20 ug gt a
excepcion de la dosis mas baja, que incrementa su expresion 30 veces con
respecto al control. Para las 72 y 96 horas la expresion del gen disminuye en

todas las concentraciones.

La figura 8 muestra la expresion del gen profenoloxidasa en hemocitos. Se
observan diferencias estadisticamente significativas respecto a los tratamientos a
las 24 y 48 h (p<0.05). A las 24 h el gen se sobre-expresa 49 veces en el
tratamiento con la dosis de 0,2 pug g* respecto a la expresion del control
end6geno, mientras que una subexpresion del gen a la dosis de 20 pug gt se da a
las 24 h; de manera interesante a las 48 horas su expresion se incrementa
considerablemente 50 veces para después disminuir en todos los tratamientos a
las 72 y 96 h.

0,2 ug/g
2 ug/g

T rT T ;L 20 ug/g

96

Expresion relativa proPO

Tiempo (h)

Figura 8. Analisis de la expresion de proPO en hemocitos de camaron blanco en
respuesta a la administracion de AuNPs a concentraciones de 0,2; 2y 20 ug g
Los datos se presentan como la media + S.E. Letras diferentes representan
diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
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En la figura 9 se observa la expresion del gen TLR3 en intestino de camaron
blanco. Los valores de expresion varian entre las distintas dosis siendo la
concentracion media la que posee un comportamiento de sobreexpresion
constante. El valor mas alto de expresion se observo a las 72 h con la dosis de 0.2

Hg g'1. Cabe mencionar que no se detectaron niveles de expresion para proPO en
las muestras de intestino.
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Figura 9. Analisis de la expresion de TLR en intestino de camaron blanco en
respuesta a la administracion de AuNPs a concentraciones de 0,2; 2y 20 ug g*.
Los datos se presentan como la media + S.E. Letras diferentes representan
diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
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7.3 Reto con V. parahaemolyticus

7.3.1 Identificacion de la cepa de V. parahaemolyticus asociada a AHPND

La cepa bacteriana de estudio se cultivd por 18 h en los distintos medios
diferenciales. El cultivo en estria de la cepa utilizada en medio cromogénico
CHROMagar ® se muestra en la figura 10A. En esta figura se observan colonias
circulares color malva. En la figura 10 B se muestra el cultivo en placa con medio
selectivo TCBS (Agar tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa) con colonias circulares color

verde.

Figura 10. Cultivo en placa: A) CHROMagar y B) Agar TCBS para la identificacion
de V. parahaemolyticus.

Por otra parte, en la figura 11 se muestra una imagen de tincion Gram de la cepa
utilizada; en este caso se observan microrganismos en forma de bacilos pequefios

Gram negativos.
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Figura 11. Cultivo de la cepa IPNGEV16, tincion Gram. Objetivo 100X.

En la figura 12 se muestra el gel de electroforesis de la extraccion de ADN
gendmico de la cepa de V. parahaemolyticus IPNGEV16. En ambas muestras se
observa una banda alrededor de los 12000 pares de bases (pb). En la linea 2, la
muestra obtuvo una relacién 260/280 de 2.01 mientras que la muestra de la linea
3 obtuvo una relacion 260/280 de 2.16.

120000

3000pn
20000

Figura 12. Gel de electroforesis de la extraccion de ADN gendmico. Cepa
IPNGEV16. Linea 1, Marcador de peso molecular (1Kbplus, Invitrogen ®); Linea 2,
Cepa IPNGEV16 (Cultivo directo); Linea 3, Cepa IPNGEV16 (Resiembra en
placa).
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Después de la extraccibn de ADN se procedié a realizar una PCR anidada para
identificar la presencia del plasmido PirAB presente en V. parahaemolyticus-
AHPND. En el gel de electroforesis se observa una banda de 200pb

aproximadamente en la linea 2 y 3, respectivamente (Fig.13)

1234

300pb
200pb
100pb

Figura 13. Electroforesis del producto de PCR anidada en gel de agarosa al 1.5%
de la cepa IPNGEV16. Linea 1, Control negativo; Linea 2, Cepa IPNGEV16
(Cultivo directo); Linea 3, Cepa IPNGEV16 (Resiembra en placa); Linea 4,
Marcador de peso molecular (1Kbplus, Invitrogen ®).

7.3.2 Ensayo dosis letal media (LDso)

El resultado del bioensayo dosis letal media revel6 una LD50 de 920 000 UFC/mL
aproximadamente en un periodo de 48 h (Tabla VI).

0 Regresion lineal
40 (predicha)

Puntos experimentales

Respuesta (%)

48 5 52 54 56 58 6 6.2
Logl10(dosis-estimulo)

Figura 14. Regresién lineal por el método de Finney para el calculo de la dosis
letal media (LDso) en camarones infectados con 3 concentraciones de V.
parahaemolyticus-AHPND.
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Tabla VI. Dosis letal media software Statplus v6.2.2.0.

LDso 924764.6343
LOglo( LDso) 5.9660

7.3.3 Supervivencia Bioensayo-reto

Con base a estos resultados se realizd el bioensayo-reto con nuestros
tratamientos y controles. Existen diferencias en la supervivencia en los diferentes
tratamientos (p valor=0.01194). En la figura 15 se muestra el 100% de
supervivencia en el control negativo sin infeccion. Por otra parte el control positivo
presentd una baja supervivencia (10%). Se presenta un aumento de la tasa de
supervivencia en los tratamientos respecto al control positivo . El tratamiento con
AuNPs que tuvo un mayor efecto fue el de la dosis media con una supervivencia

del 80% de nuestros tanques.
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Figura 15. Grafico de supervivencia en camarones infectados con V.
parahaemolyticus. (+) Control positivo, bacteria + alimento comercial; (-) Control
negativo, sin bacteria+ alimento comercial; 0.2, 2, 20, concentraciones (ug g*) de
AuNPs utilizadas para el bioensayo-reto + infeccion con bacteria, respectivamente.
Los resultados se presentan como la media + S.E.
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7.3.4 Histologia

Tras el analisis histologico, el hepatopancreas del camarédn blanco alimentado con
dieta normal sin in6culo de la bacteria (control negativo) mostré una estructura
normal de los tlbulos y células epiteliales, como se observa en la figura 16A.

Figura 16 a-d. Andlisis histopatolégico del hepatopancreas de camarones
infectados por inmersion con V. parahaemolyticus (Tiempo 36h, dosis= 9x10"5
UFC/mL). Infiltracion hemocitica (ih), nédulos hemociticos (nh), bacterias (*),
desprendimiento de células epiteliales (Dc), hipertrofia del lumen (V), atrofia
tubular (At), pérdida estructura tubular (I). a), grupo control: alimento comercial sin
suspensién bacteriana; b-c-d, Control positivo: alimento comercial + suspension
bacteriana; e-f, g-h, i-j, Grupos alimentados con AuNPs (0.2, 2y 20 ug g%) +
suspensién bacteriana, respectivamente. Seccion en parafina de 4 pm, tincién
H&E. Longitud de la barra =100 pM.
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Figura 16 e-j. Analisis histopatolégico del hepatopancreas de camarones
infectados por inmersion con V. parahaemolyticus (Tiempo 36h, dosis= 9x10"5
UFC/mL). Infiltracion hemocitica (ih), nédulos hemociticos (nh), bacterias (*),
desprendimiento de células epiteliales (Dc), hipertrofia del lumen (V), atrofia
tubular (At), pérdida estructura tubular (I). a), grupo control: alimento comercial sin
suspensién bacteriana; b-c-d, Control positivo: alimento comercial + suspension
bacteriana; e-f, g-h, i-j, Grupos alimentados con AuNPs (0.2, 2y 20 ug g%) +
suspensién bacteriana, respectivamente. Seccién en parafina de 4 pm, tincién
H&E. Longitud de la barra =100 pM.
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En contraste, después de las 36h post-infeccibon con la cepa de V.
parahaemolyticus, el hepatopancreas de los camarones (control positivo) mostré
un severo dafo histopatolégico, con infiltraciones hemaociticas (ih), la formacion de

nodulos hemociticos (nh), presencia de bacterias (*), desprendimiento de células
epiteliales de los tdbulos con la pérdida de la estructura del tejido (I), asi como

hipertrofia del lumen (Fig.16 b-c-d). En los tratamientos con la dosis de 0.2 ug* g
se observo el desprendimiento de células epiteliales, infiltracion de hemocitos e
hipertrofia del lumen (Fig.16 e-f). En la dosis media (Fig.16 g-h), se observé un
menor grado de dafio en los tejidos respecto al control positivo; asi como
infiltracion de hemocitos e hipertrofia del lumen en algunos tdbulos del
hepatopancreas. En la concentracidbn mas alta se presentd formacién de nédulos
hemociticos, desprendimiento de células epiteliales y pérdida de la estructura del
tejido a causa de la infeccion con la bacteria (Fig.16 i-j).

8. DISCUSION

Recientemente, la Enfermedad de la Necrosis Aguda del Hepatopancreas
(AHPND) causada por V. parahaemolyticus ha provocado enormes pérdidas
economicas en el cultivo de camaron. Los inmunoestimulantes son una alternativa
para el combate de la AHPND. En este sentido las nanoparticulas presentan
potencial inmunoestimulante en otros organismos ya que modulan la inmunidad
innata o adaptativa (Dobrovolskaia y McNeil 2007; Dykman et al., 2017; Kim et al.,
2012; Sivaramasamy et al., 2016; Sun et al., 2016). En este trabajo se evalu6 el
potencial de AuNPs desnudas en el alimento como potenciales
inmunoestimulantes en camarones, evaluando el de conteo de hemocitos, la
respuesta antioxidante y la expresion de genes relacionados al sistema inmune;

asi como la inmunoproteccion ante el reto con V. parahaemolyticus-AHPND.



43

8.1 Obtencion y caracterizacion de AuNPs

Las nanoparticulas de oro se sintetizaron mediante el método de Turkevich. Este
método esta basado en la reduccion de acido tetracloroaurico (precursor) con
citrato de sodio (agente reductor y surfactante) en agua a una temperatura de 90-
100 °C (Turkevich, 1951). Este proceso es el mas utilizado para la sintesis debido
a su simplicidad y el control de la nucleacion y crecimiento se realiza mediante
cambios en las concentraciones de los reactivos y la temperatura de reaccion
(Alex et al., 2015). Esto permite un control estricto de la composicion en su
superficie para su posterior recubrimiento lo que tiene un efecto en la biotoxicidad
y estabilidad coloidal de la misma (Voliani et al., 2013). Posteriormente se realizd
la caracterizacion de las AuNPs obtenidas para determinar sus propiedades
morfo-fisicoquimicas y estabilidad en la solucion.

8.1.1 Espectrofotometria Ultravioleta —Visible

Para corroborar la presencia de AuNPs esféricas en la suspension se empleé la
técnica de espectrofotometria UV-visible. Se conoce que las AuNPs presentan
resonancia de plasmon de superficie debido a su confinamiento electrénico. El
plasmoén se refiere a la vibracion de los electrones al ser iluminados con luz a una
longitud de onda apropiada (Eustis et al., 2006). Como su nombre lo indica, esta
resonancia se encuentra asociada a la superficie del metal en las nanoparticulas y
dicha vibracion suele darse en una longitud de onda definida. Lo anterior se
manifiesta por una banda de absorcién en el espectro Optico visible (Lasagna-
Reeves et al., 2010). Para nanoparticulas de oro esféricas la banda de absorcion
presenta un pico de absorbancia en la longitud de onda alrededor de 520 nm
(Haiss et al., 2007; Njoki et al., 2007). En este trabajo, el pico de absorcion que se
presenta a la longitud de 526 nm concuerda con la presencia de AuNPs. Este
resultado a su vez se complementé con analisis de microscopia electronica de

transmision para determinar el tamafio real de las AuNPs.
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8.1.2 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

La TEM permite determinar la forma vy distribucion de tamafio de las
nanoparticulas, y es posible observar si se encuentran aglomeradas o dispersas.
Para ello, el microscopio utiliza un haz que acelera los electrones y los focaliza
atravesando la muestra y proyectando su imagen (Egerton, 2005). Ademas, se
puede determinar la naturaleza quimica de la muestra utilizando un sistema de
espectroscopia de rayos X (Ernst y Ruhle, 2013). Las AuNPs de este estudio
presentaron forma ovoide, encontrdndose ligeramente dispersas y con un tamafio
promedio de 18.57 + 4.37 nm (Fig. 1). Es importante el conocimiento de estos
pardmetros debido a que la influencia del tamafio en la nanoparticula se encuentra
relacionada con su biodistribucion y permanencia de éstas en el organismo
(Talamini et al., 2017). Este proceso puede estar asociado a la capacidad de
internalizacion de las células en NP mas grandes y el escape de NP pequefias de

los 6rganos a través de células endoteliales.

8.1.3 Dispersioén de luz dinamica (DLS)

Mediante Dispersion de Luz dindmica se observé el tamafio hidrodinamico de las
AuNPs. Una nanoparticula dispersa interacciona con el medio en el que se
encuentra formando una capa eléctrica dipolar en su superficie. A esta capa se le
conoce como diametro hidrodinamico y puede ser medido por DLS. Este método
determina como se encuentra la interaccion con las moléculas donde se
encuentran dispersas en solucion (Casals et al., 2010). En la sintesis de AuNPs el
uso de distintos surfactantes modifica el diametro hidrodindmico, que
particularmente suele ser mayor que el diametro de la particula. En el presente
estudio, las AuNPs presentaron un didmetro hidrodinamico de 54.82 nm
correspondiente a las AuNPs disueltas en agua desionizada. Este valor que es
mayor al obtenido en TEM puede deberse a la existencia de aglomeracion, lo cual

se observa en las imagenes TEM. Una alta aglomeracién puede derivar en 2
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posibilidades: que las particulas en la solucion sedimenten (mecanismo
irreversible) o que floculen (mecanismo reversible) a la superficie. Sin embargo
cabe destacar que este efecto no se ve reflejado visualmente en las soluciones

utilizadas en la elaboracion de los tratamientos.

8.1.4 Potencial ( (zeta)

La magnitud del potencial ¢ predice la dispersion coloidal en la solucion. El
potencial ¢ es referido al potencial eléctrico que se genera en la capa iénica que
existe entre la nanoparticula y el medio en el que se encuentra disuelta. Este valor
es dependiente del pH del dispersante y puede ser positivo 0 negativo, con valores
tipicos van de -100 mV a +100mV. Particularmente, para las AuNPs un valor
mayor que +25mV o menor que -25mV indica alta dispersion coloidal debido a la
repulsion de cargas entre las nanoparticulas (Singh, 2015). En el presente estudio
en casi todos los pH analizados el valor del potencial { fue negativo (a excepcion
del pH=1). El valor més alto de potencial { se presento al pH de 5 con un valor de -
14.7 £ 0.954 mV, indicando que las nanoparticulas se encuentran medianamente
dispersas, lo cual se confirma con la imagen obtenida previamente en el andlisis
de TEM y en el valor obtenido del diametro hidrodinamico (54.82 nm) pudiendo ser
este valor la medicion de AuNPs aglomeradas.

El conocimiento del potencial zeta es de importancia biolégica debido a que influye
en la absorcion de proteinas e interaccion de las nanoparticulas con células del
sistema inmune (Patil et al., 2007). Las nanoparticulas de oro sintetizadas por el
método de Turkevich en el presente trabajo y disueltas en agua miliQ poseen
dispersiébn moderada, lo cual es deseable porgue se mantienen dispersas en la
solucion y favorecen la interaccion con células del sistema inmune. También es
importante el valor ¢ en éstas AuNPs en la estabilidad porque permitirian la
conjugacion con proteinas de interés biofarmacéutico como vacunas

recombinantes.
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8.2 Dosis-respuesta de las AUNPs

8.2.1 Conteo de hemocitos circulantes

Los hemocitos circulantes en crustdceos juegan un importante rol en inmunidad,
realizando funciones de fagocitosis, encapsulacion vy lisis de particulas y células
extrafias (Johansson et al., 2000; Soderhall y Serenius, 1992). Su nimero, puede
variar y decrecer dramaticamente durante una infeccidbn o inmunoestimulacion
(Lightner, 1996). Por ello, los hemocitos deben ser producidos continuamente a
diferentes proporciones en tejidos hematopoyéticos especializados (Zhang et al.,
2006). Sivaramasamy et al. 2016 reportaron un aumento en el conteo de
hemocitos totales en el camardn blanco L. vannamei (6.82 +2.16 g) suplementado
con nanoparticulas de plata (AgNPs) (0.1 mg por 10 mg alimento) respecto al
grupo control (Sivaramasamy et al., 2016). En el presente trabajo se observé que
la administracion oral de AuNPs en el alimento aumenté el nimero de hemocitos
circulantes en al menos una dosis respecto al grupo control, con el valor mas alto
a las 48 h en la concentracién de 2 pg.g*. Sin embargo, este aumento no fue
estadisticamente significativo.

8.2.2 Actividad de Enzimas Antioxidantes

Cuando una particula extrafia entra al organismo y es reconocida por el sistema
inmune es fagocitada iniciando el mecanismo de explosién respiratoria. Este
mecanismo produce especies reactivas de oxigeno (ROS) como anién superoéxido
(O2), peroxido de hidrégeno (H202), iones hidroxido (OH’) y oxigeno molecular
singlete (O2) que dafan a los patogenos fagocitados o particulas extrafias
permitiendo la destruccion de manera eficiente de ellos; sin embargo, el exceso de
las ROS pueden dafiar también a las células del hospedero (Ji et al., 2011). El

sistema de defensa celular en contra de las ROS comprende actividades
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enzimaticas de Superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y mieloperoxidasa,
entre otras (Gongalves et al., 2012). Por ejemplo, la SOD dismuta el O2" en H202
gue a su vez es convertido por la catalasa en oxigeno y H20 (McCord y Fridovich,
1969). Adicionalmente, el H202 junto con el acido clorhidrico también es utilizado
por la mieloperoxidasa para generar acido hipocloroso, un compuesto altamente
toxico para los patégenos fagocitados. Por lo tanto, un aumento en la actividad de
estas enzimas se asocia a la estimulacion de las células del sistema inmune del
camaron. De hecho, se reconoce el papel de la SOD en camarén como un
modulador de la respuesta inmune, ofreciendo proteccién al hospedero contra
agentes patogenos (Campa et al., 2005). En otro estudio, Muralisankar et al.
(2016) reportan un incremento en los niveles de catalasa en postlarvas del
camarédn gigante Macrobrachium rosenbergii suplementado con nanoparticulas de
cobre en el alimento (Muralisankar et al., 2016). Malaczewska et al. en 2015
reportan un aumento en la explosién respiratoria de granulocitos y monocitos en
ratones administrados via oral diariamente a diferentes dosis con una suspension
coloidal de AuNPs a la dosis de 0.25 ppm (equivalentes a 0,25 ug g*) respecto al
grupo control. EI mayor efecto se observo en la fase temprana de administracion
(Malaczewska et al., 2015). En este trabajo hubo un incremento de las actividades
SOD, catalasa y mieloperoxidasa en el tiempo y entre tratamientos.
Interesantemente, se observé un patrén de actividad variable dependiendo del
tiempo de medicién que pudiera relacionarse con la fisiologia o el metabolismo del
camarén. Esto puede explicarse debido a que solamente se administré6 una dosis
de la nanoparticula inmunoestimulante para observar el patron de activacion y el
tiempo de duracién de la respuesta tanto antioxidante como de expresion génica.
A las 24 h se observa el valor mas alto de la actividad de la Superdxido dismutasa
respecto a los demas tiempos. De la misma manera en la actividad peroxidasa el
valor mas alto se encuentra a las 24 h, sin embargo estos valores se ven
reducidos respecto al control a lo largo del bioensayo. Para la actividad catalasa
se observa el valor mas alto de la actividad de esta enzima dentro de las primeras

24 h. La mayoria de las actividades a excepcion de la actividad mieloperoxidasa
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tienen el pico mas alto de actividad en un plazo de 24- 48 h, lo cual plantea una

estimulacién durante este intervalo.

8.2.3 Histologia

La glandula digestiva o hepatopancreas es un Organo muy importante en los
camarones peneidos; éste cumple con las funciones de higado, pancreas e
intestino y otros o6rganos en vertebrados (Hu y Leung, 2007). Actia en la
absorcién y almacenamiento de nutrientes, sintesis de enzimas digestivas o

desintoxicacion de xenobioticos (Gibson y Barker, 1979; Vogt, 1994).

Se ha reportado previamente que la exposicion a metales pesados como el cobre
induce cambios histolégicos en el hepatopancreas de L. vannamei. Frias-
Espericueta et al. (2008a, 2008b) han reportado dafios como reduccion de células
R y células B, desprendimientos de células epiteliales e infiltracion de hemocitos
(Frias-Espericueta et al., 2008a, 2008b). Li et al. (2006) reportaron ademas el
adelgazamiento de la lamina basal.

Los resultados de las imagenes obtenidas en histologia del hepatopancreas de L.
vannamei muestran que el tratamiento en el que se le administr6 20 pg g+*
presenta algunas infiltraciones de hemocitos; sin embargo, éste también se
observa en uno de los controles. Ademas, la cantidad de los mismos en

comparacion a las reportadas por estos autores es menor.

En el caso de la separacion de los tubulos de la capa mioepitelial, éste efecto es
frecuente y se debe principalmente a que el proceso de degradacion del
hepatopancreas se inicia inmediatamente después del deceso del organismo y en
organismos de mas de 5 gramos, la solucion fijadora no alcanza a penetrar todo el
tejido, por lo que éste sufre una degradacién parcial. Este efecto se ve reflejado
también en el tiempo 0y en el control (Fig.-1 a-b, c-d; respectivamente). En base a
estos resultados se sugiere que no existe toxicidad en hepatopancreas por la

administracion de AuNPs a las 3 concentraciones utilizadas durante el bioensayo.
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Por otra parte, Zhang et al. (2010) analizaron los efectos toxicolégicos in-vivo de
AuNPs de 13.5 nm mediante diferentes rutas de administracion en las
concentraciones que van desde 137.5-2200 pg/kg. Se encontré6 que a bajas
concentraciones no causan toxicidad apreciable incluso en una administracion
prolongada (Zhang et al., 2010). Aunado a esto y con base a los resultados
obtenidos en los analisis histologicos, no existe toxicidad con respecto del tiempo
ni en las distintas concentraciones para la administracion unica de AuNPs via oral

en el alimento con un diametro promedio 18.57 nm.

8.2.4 Andlisis de la expresién de genes en PCR tiempo real

La respuesta inmune innata desencadena respuestas humorales y celulares
mediante vias de sefalizacion para el combate de patdégenos (Hoffman et al.,
1999). El inicio de la transduccién de sefales involucra la union de moléculas del
patogeno (Patrones Moleculares Asociados a Patégenos, PAMPS) con receptores
de superficie que se encuentran en la célula del hospedero (Receptores de
reconocimiento de patrones, PRRs) (Akira et al., 2006; Wang et al., 2012; Wang y
Wang, 2013). Esta interaccién causa un cambio en la conformacién del receptor,
activandolo y desencadenando una cascada de sefializacion que culmina con una
respuesta inmune efectora. Los receptores tipo Toll (TLRs) son un tipo de
receptores que se han reportado en vertebrados e invertebrados y que reconocen
diferentes tipos de moléculas o particulas (Kawai y Akira, 2010; Leclerc et al.,
2004; Palti, 2011). En invertebrados, la via Toll desempefia un papel clave en la
respuesta contra bacterias Gram positivas, Gram negativas y virus (Li y Xiang et
al., 2013; Rubio et al., 2016). En L. vannamei se han reportado hasta la fecha 3
receptores tipo Toll (LvTolll, LvToll2 y LvToll-3) (Wang et al., 2012). Los
receptores LvTolll y LvToll-3 estan presentes tanto en membrana como en
citoplasma, mientras que LvToll2 se encuentra restringido al citoplasma. En vista
de que se ha reportado que existe una interaccion entre TLRs y nanoparticulas
(Chen et al., 2013; Luo et al., 2015), en el presente trabajo se analizd la expresion

del receptor LvToll-3 en hemocitos e intestino de camardn, encontrando un
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aumento dentro de las primeras 24 h. En hemocitos la expresion relativa del
LvToll-3 aumenté de manera dosis dependiente con un valor mayor a 100 veces
su expresion relativa a la dosis de 20 pg gt respecto al tratamiento control;
manteniéndose alrededor de este rango hasta las 48 h. De manera interesante, la
expresion relativa del LvToll-3 en intestino fue mas alta hasta las 72 h e
inversamente proporcional a la concentracion de AuNPs administradas. Sin
embargo la expresion relativa en este tejido fue menor que en hemocitos a las 24
h. Estas diferencias en los tiempos de respuesta y niveles de expresion nos

indican la activacion inmediata del LvToll-3 en los hemocitos.

Los antecedentes sugieren que las células del sistema inmune innato interactdan
con las nanoparticulas metélicas a través de PRPs para eliminar patdbgenos como
los receptores tipo Toll (TLRs). Por ejemplo; Potnis et al. en 2013 reportan la
activacion del TLR4 en monocitos humanos tratados con nanoparticulas de
cobalto desnudas (Potnis et al., 2013). Con base a los antecedentes y resultados
obtenidos en la expresion del gen TLR3 en hemocitos de camarén, el TLR3 es
activado en presencia de AuNPs de 18 nm aproximadamente. Por lo tanto, la via
Toll es una de las vias de sefializacion que se activan en presencia de las

nanoparticulas metalicas en camaroén.

También se analizd la expresiéon de proPO en hemocitos de camarén. La
melanizacién es una respuesta efectora que se lleva a cabo mediante el sistema
proPO, gue inicia por el reconocimiento y unién de PAMPs a receptores de las
células del hospedero (Smith y Sdderhall, 1983; Tassanakajon et al., 2013;
Vazquez et al.,, 2009). EI complejo formado desencadena la activacion de la
cascada serin proteasa que activa a la profenoloxidasa en fenoloxidasa (PO)
mediante protedlisis. La enzima PO activa oxida los fenoles en quinones para la
formacion de melanina y la produccion de radicales libres de oxigeno que matan a
los patdgenos (Amparyup et al., 2013). Se ha reportado que el silenciamiento de
ProPO genera un aumento en la carga bacteriana del camarén Marsupenaeus

japonicus, incluso en ausencia de un reto bacteriano o viral, y conduce a un fuerte
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aumento en la mortalidad del camaron (Charoensapsri et al., 2009).
Sivaramasamy et al. reportaron la sobreexpresion del transcrito de la enzima
ProPO en diferentes tejidos en camarones suplementados con nanoparticulas de
plata de 5-25 nm (AgNPs) biosintetizadas por Bacillus subtilis (Sivaramasamy et
al., 2016). En el presente trabajo, la expresion del ARNm de la proPO en
hemocitos de camarén aumenté respecto al control, observandose un efecto dosis
dependiente en un periodo de 48 h. Cabe destacar que también existe expresion
génica durante las primeras 24 h en una cantidad menor para el ARNm ProPO.
Este aumento en la expresién génica sugiere un reconocimiento y expresion del
ARNm de la proPO, la cual en su forma activa produciria compuestos e
intermediarios de oxigeno que se encuentran estrechamente relacionados con las
actividades antioxidantes, lo cual explicaria el pico de actividad mas alto dentro de

este intervalo de tiempo.

Respecto al distinto comportamiento en las dosis de AuNPs administradas en la
respuesta inmune. La captacion celular de las nanoparticulas se ve influida por las
propiedades de ésta tales como la carga en su superficie (Albanese et al., 2010).
Al encontrarse las nanoparticulas diluidas a distintas concentraciones, cada una
interacciona de forma determinada con el solvente, por lo que los cambios
generados en estas propiedades al momento de interaccionar con otros
disolventes, en este caso hemolinfa pudieran dar como resultado distintas
cinéticas fagociticas variando con ello los tiempos de respuesta. Resultados
similares respecto al tiempo se han reportado en el estudio de Malaczewska et al.
(2015). Yen et al. (2009), por su parte reportaron en un estudio in-vitro con
macrofagos murinos J774 Al que la mayor actividad en la expresion génica al
administrar AUNPs ocurre en la fase inicial de administracion regresando despueés
de determinado tiempo a niveles basales de los grupos control para las 72 h
(Malaczewska et al., 2015; Yen et al., 2009). En nuestra investigacion, este efecto
se observa claramente en la expresion génica de hemocitos; sugiriendo una

regulacion por parte del sistema inmune por la presencia de las nanoparticulas.
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8.3 Reto infeccioso con V. parahaemolyticus

Las bacterias en el ecosistema marino y en los estanques de cultivo son
necesarias para el mantenimiento del suelo y agua en optimas condiciones. Las
bacterias Gram negativas predominan en el medio marino y generalmente son las
gue se encuentran en mayor proporcion en la microflora asociada a camarones
silvestres y de cultivo (Morales, 2010). Vibrio sp. forma parte de la microbiota del
camarén, de manera particular en estbmago, branquias y cuticula, causando
mortandad cuando se rompe el equilibrio o cuando el sistema inmune de los
camarones estd suprimido (Thompson et al., 2004). Dentro del género Vibrio se
encuentra V. parahaemolyticus, un bacilo Gram negativo, halotolerante vy
anaerobio facultativo (Luna et al., 2016). Recientemente esta bacteria adquirio el
plasmido pVA que cuenta con un tamafio aproximado de 69 kb, causante de la

enfermedad de la necrosis aguda del hepatopancreas.

Para el bioensayo-reto se realiz6 la confirmacion de la cepa bacteriana IPNGEV16
utilizada en la infeccion experimental. La presencia de V. parahaemolyticus se
identific6 morfolégicamente sembrando la cepa en agar TCBS, un agar selectivo,
el cual posee los requerimientos nutricionales para las especies de Vibrio. Las
colonias observadas (Fig.10B) sugieren que se trata de dicha especie (Kobayashi
et al., 1963). Por otra parte, la confirmacion de V. parahaemolyticus se realizé en
agar cromogénico. Este medio es capaz de diferenciar especies de Vibrio debido
a los agentes cromogenos presentes y por la hidrolisis de sustratos en dicho
medio que es variable entre cada especie de Vibrio. El crecimiento de colonias
color malva (Fig.10A) es caracteristico para V. parahaemolyticus. Ademas
mediante tincibn Gram (Fig.11) se confirmé la presencia de bacterias Gram
negativas en forma de bacilos pequefios, que son las caracteristicas
microscopicas reportadas para Vibrio (Broberg et al., 2011). Una vez confirmada la
cepa de V. parahaemolyticus se analizé la presencia del plasmido pVA mediante
una PCR anidada. Los genes que codifican para las toxinas son cercanos entre si

dentro del pladsmido pVA, separados por una region de 12 pb entre ellos. Los
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primers internos de la segunda PCR amplifican una seccion de 209 pb de la Tox
A, 12 pb del espaciador y 9 pb de la Tox B. La presencia de una banda en el gel
de electroforesis (Fig.-13) concuerda con los resultados de amplificacion en las
cepas de V. parahaemolyticus- AHPND con el pldsmido pVA (Dangtip et al., 2015).
Por lo que la cepa bacteriana IPNGEV16 corresponde a V. parahaemolyticus

conteniendo el plasmido pVA.

Esta cepa fue utilizada para la obtencion de la LDso cuyo valor fue de
aproximadamente 920 000 UFC/mL en un periodo de 48 h para la cepa de V.
parahaemolyticus IPNGEV16 en organismos de 7.2 + 1.16 g. Esta cepa fue una

de las cepas con mayor virulencia aisladas (Luna-Gonzélez et al., 2016).

Dentro de las estrategias utilizadas para aumentar la supervivencia y combatir las
enfermedades en el camardn se encuentra el uso de los inmunoestimulantes. Se
sabe que inmunoestimulantes tales como bacterias, fracciones de toxinas de
bacterias, levaduras marinas y sus B-glucanos, compuestos de algas marinas,
cianobacterias y lipopolisacaridos bacterianos aumentan la tasa de supervivencia
en camarones retados con patégenos incluido Vibrio sp. (Campa et al., 2017;
Chen et al., 2016; Rungrassamee et al., 2013; Sajeevan et al., 2009). Hou y Chen
en 2005 reportaron un aumento en la supervivencia de L. vanamei inyectado con
el extracto en agua caliente del alga roja (Gracilaria tenuistipitata) a 2
concentraciones (4 y 6 ug g1) en una infeccion con Vibrio alginolyticus, patégeno
oportunista que causa mortalidades en condiciones ambientales pobres. En dicho
estudio se obtuvo una supervivencia de 63.3 + 3.3% en comparacion a 43.3 +
3.3% de la concentracion 6 pug gty el grupo control infectado, respectivamente
(Hou y Chen, 2005). En el caso de nanoparticulas metélicas los estudios
realizados hasta la fecha como inmunoestimulantes son escasos. En este sentido,
Sivaramasami et al. reportan la sintesis quimica de AgNPs y biosintesis de AgNPs
utilizando B. subtilis. Se administraron a una dosis de 0.1 mg por 10 mg alimento
en camarones durante 15 dias una vez al dia. En este estudio se obtuvo una

supervivencia del 90.66 + 0.523 y 71 £ 0.577% dentro de este periodo de tiempo
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en los grupos inmunoestimulados con AgNPs y retados con V. parahaemolyticus,
respectivamente, en comparacion al grupo control infectado (10 * 0.321%)
(Sivaramasami et al., 2016). En la presente investigacion para el bioensayo-reto
se obtuvo una supervivencia del 80% en los organismos alimentados con AuNPs a
una concentraciéon de 2 pg g?' durante la infeccion con V. parahaemolyticus-
AHPND. Cabe destacar que la bacteria utilizada en este estudio contiene el
plasmido pVA, causante de AHPND, en comparacion a los resultados de
Sivaramasami que utilizan una cepa de V. parahaemolyticus sin el plasmido. De
manera interesante, se observa que las concentraciones de 0.2 yg gy 20 ug g*
presentan una supervivencia del 30 %. Estas variaciones de supervivencia en las
concentraciones pueden deberse a cambios presentes en el area especifica de
superficie, el movimiento de los iones, las configuraciones electronicas y
cristalinas de la particula, relacionadas de manera directa con las fuerzas de Van
der Waals, electrostaticas, entre otras que operan en la interfaz que existe en la
superficie de la particula en el momento de contacto con el medio (Nel et al.,
2009). Esto tiene influencia de manera importante en su captacién, acumulacion y
eliminacion en el organismo. Las AuNPs utilizadas en este estudio estan
propensas a interactuar con proteinas presentes en el medio en el cual se
encuentren dispersas, como alimento, agua y hemolinfa. Las AuNPs sintetizadas
con Citrato como agente reductor son rapidamente recubiertas con proteinas del
suero sanguineo (Dobrovolskaia et al., 2009). Dichas interacciones con el medio
pueden inducir cambios a gran escala, tales como lixiviacion de iones y
aglomeraciones modificando asi la cinetica, biodistribucion y tiempo de accion de
las AuNPs (Deng et al., 2009; Nel et al., 2009).

8.3.1 Histopatologia

En el camardn blanco, los patélogos buscan rutinariamente la glandula digestiva
(hepatopancreas) para evaluar los signos de una enfermedad. Estas

observaciones son realizadas a posteriori de la fijaciébn, preservacion,
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microsecciéon 'y tincion del tejido. Las alteraciones morfolégicas del
hepatopancreas, como la reduccion del area tubular, la ampliacion del area del
lumen, la variacién en el nimero de los distintos tipos celulares y la infiltracion de
hemocitos en los espacios intertubulares, se han descrito por distintos autores en
el caso de infecciones, privacion de alimentos y cambios en la salinidad del agua
de cultivo (Diaz et al.,, 2010; Esteve et al.,, 2010; Sanchez et al., 2007). La
infiltracion de hemocitos es reportada como una respuesta inicial al dafo tisular,
ya sea por toxicidad, traumatismo, estrés ambiental e infecciones (Cervellione et
al., 2017).

V. parahaemolyticus-AHPND genera una atrofia severa del hepatopancreas con
un desprendimiento masivo de las células epiteliales en dicho érgano, presencia
de infiltracion hemaocitica, necrosis (De Schryver et al., 2014; Joshi et al., 2014; Lai
et al., 2015; Nunan et al., 2014), provocando altas mortalidades (FAO, 2013).

A pesar de que actualmente se desarrollan nuevos métodos moleculares en
patologia, la histologia continla siendo un método estandar para las
investigaciones patologicas y diagnoéstico de enfermedades (Cervellione et al.,
2017). Sin embargo, son pocos los estudios que complementan la supervivencia y
el nivel de dafo histopatolégico frente a un reto infeccioso con el uso de
inmunoestimulantes. Romano et al. (2015) reportan una disminucion del dafio
histopatoldégico en camarones retados por 10 dias con V. harveyi utilizando
diferentes concentraciones de acidos organicos microencapsulados en la dieta
(Romano et al.,, 2015). Recientemente Rudtanatip et al. reportaron mediante la
administracion oral de acidos organicos en la dieta (0.5, 1 y 2 % w/w), en un
esquema de 3 administraciones por dia durante 7 dias, un aumento en la
supervivencia y disminucion del dafio histopatolégico del camardn blanco en una
infeccion experimental con V. parahaemolyticus para la dosis de 2% wi/w
(Rudtanatip et al., 2017).

En el andlisis histolégico con la infeccion experimental de este trabajo se observo

un dafio producido en el tejido, caracteristico en presencia de la toxina binaria de
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V. parahaemolyticus en camarones (Joshi et al., 2014; Lai et al., 2015; Nunan et
al., 2014). Comparado con el control positivo, la dosis media de AuNPs en la dieta
presenta una menor infiltracion de hemocitos y dafio histopatolégico; de manera
interesante, este efecto no es tan notorio en las dosis de 0.2 y 20 ug g*. Esta
disminucién del nivel de dafio histopatolégico en la dosis media concuerda con
una mayor supervivencia de los camarones a esta dosis (Fig.15). Cabe destacar
gue es posible observar algunos signos caracteristicos de la AHPND a esta
concentracion, sin embargo, no se observa la presencia de bacterias. Ademas, los
dafios encontrados en la dosis de 20 ug g* son menores a los observados en el
control solo infectado con V. parahaemolyticus. Lo anterior sugiere un efecto
protector en la histopatologia de la infecciébn por la administracion oral de las
AuNPs en camarones, principalmente a la dosis media; siendo estos resultados el
primer reporte del efecto protector de AuNPs administradas oralmente en

camarones frente a una infeccion experimental con V. parahaemolyticus-AHPND.

9. CONCLUSIONES

Los estudios realizados indican que la administracion de nanoparticulas de oro a
través del alimento ejercen una actividad inmunomoduladora. Las nanoparticulas
de oro sintetizadas presentaron forma ovoide, con un tamafio hidrodinamico
(tedrico) de 54.82 nm y un tamafo real de 18.57 + 4.37 nm, medianamente
dispersas. La caracterizacion de las nanoparticulas es importante debido a la
influencia de sus caracteristicas morfofisicoquimicas en la respuesta inmune. La
administracion Unica de nanoparticulas desnudas via oral en camarones no
presenta toxicidad y no causa dafio a nivel histolégico en ninguna de las tres

concentraciones.

Las 3 concentraciones presentaron cambios en la respuesta inmune de los
organismos. Se observO una respuesta inmunolégica temprana en camarones
alimentados con AuNPs en la dieta a nivel de expresion de las moléculas

receptoras (TLR3) y efectoras (proPO) en hemocitos; asi como de TLR3 en
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intestino. Lo anterior implica que los camarones son estimulados por las AuNPs
mediante la participacion del receptor TLR3 y que la regulacion del sistema
inmune puede ocurrir a través de la via Toll. Sin embargo, se requieren estudios
mas detallados para determinar cuales son las moléculas que intervienen en este

mecanismo.

La dosis media de AuNPs en la dieta disminuye el dafio histopatolégico de los
camarones frente al reto infeccioso con V. parahaemolyticus-AHPND, viéndose
reflejado en una supervivencia del 80% de los camarones a esa dosis respecto al
control positivo (10%).

Las diferencias observadas en la respuesta inmune entre las concentraciones
probablemente estan relacionadas con el destino de las nanoparticulas, al nimero
de las mismas y las interacciones presentes en el medio que las rodea. Por ello se

manifiestan diversas respuestas de las AuNPs en las distintas dosis.

10. PERSPECTIVAS

En esta rama de la nanotecnologia, los estudios de toxicidad de las NPs en
sistemas biologicos son fundamentales en vista de que proporcionan una pauta
importante al momento de evaluar los parametros de la particula que influyen en
los mecanismos de interaccion, internalizacién, biodistribucion, asimilaciéon y/o
eliminacién en el organismo. También se tiene proyectado realizar estudios de
frecuencia de administracion y los efectos a largo plazo tras la administracion de
nanoparticulas en acuicultura. El éxito de dicho esfuerzo a gran escala sera

beneficioso para el campo de la nanotecnologia en la industria acuicola.

Con base a los resultados obtenidos, se propone a las AuNPs como una
alternativa en el control de patdogenos en la industria camaronicola,
particularmente en el control de la enfermedad AHPND causada por V.

parahaemolyticus,.
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11. ANEXOS

Anexo A. Solucion Anticoagulante

Reactivos solucion Anticoagulante (SIC- EDTA) 850 mOsm/Kg pH= 7.3

Peso mM
Reactivo Férmula molecular
(g/mol)
Cloruro de Sodio NacCl 58.44 450
(Fermont ®)
Cloruro de Potasio KCI 74.55 10

Acido etilendiamino HO2CCHz2)2NCH2CH2N(CH2CO2H)2 292.24 10
tetraacético (Sigma-
Aldrich ®)

HEPES (Sigma-Aldrich CsH18N204S 238.30 10
®)

Anexo B. Buffer de fosfatos

Reactivos Buffer de fosfatos 50 mM pH 7.8

Reactivo Formula Peso molecular
(g/maol)
Fosfato de potasio monobasico (Sigma-Aldrich ®) KH2PO4 136.09
Fosfato de potasio dibasico (Sigma-Aldrich ®) K2HPO4 174.18

Se utilizo la ecuacion de Henderson-Hasselbalch (3) para elaborar una solucién de
pH= 7.8 utilizando el pKa: 7.2 para fosfato de potasio. Tomando en cuenta que la

suma de ambas concentraciones es igual a 50mM.

[Base]
pH = pK, + log (ﬁ) 3)



Anexo C. Solucién de Davidson.

Reactivos que componen la solucién de Davidson

Reactivo Férmula Volumen para 1L
Alcohol etilico 95% C2HsO 330 mL
Formaldehido 100% CH20 220 mL
(Solucién acuosa saturada 37-39%)
Acido acético glacial CH3COOH 115 mL

Agua destilada H20 335 mL
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