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Resumen 
El uso y abuso de antibióticos para evitar eventos de mortalidad en la acuicultura ha 
favorecido el desarrollo de cepas resistentes a estos compuestos, generando una 
problemática a nivel mundial. Para reducir la aplicación de antibióticos se ha propuesto 
el uso de compuestos bioactivos altamente diluidos (CBAD), algunos con 
reconocimiento oficial de la Secretaría de Salud como medicamentos homeopáticos de 
uso humano. Los CBAD se caracterizan por estimular los sistemas de defensa en 
organismos y su aplicación profiláctica incrementa la supervivencia en individuos que 
han sido retados ante patógenos. Debido a que existe poca información disponible 
sobre la interacción CBAD-organismos marinos, en este trabajo se evaluó su efecto 
profiláctico en juveniles de almeja Catarina Argopecten ventricosus, considerando como 
indicadores de respuesta, parámetros fisiológicos asociados a su condición general y  
un análisis transcriptómico utilizando tecnología RNA-Seq, con un enfoque dirigido a 
respuesta inmune. Se aplicó un diseño experimental por triplicado de cinco 
tratamientos: T1 (Vibrio parahaemolyticus 1D + Vibrio alginolyticus 1D), T2 (Vibrio 
parahaemolyticus 7C + Vibrio alginolyticus 7C), T3 (Metasilicato de sodio 1D + Ácido 
fosfórico 1D), T4 (Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C) y T5 (VidatoX® 31C), y 
tres controles: C1 (Etanol 87°G dinamizado 1C), C2 (Etanol 87°G diluido 1:100) y C3 
(Agua destilada). Los juveniles se mantuvieron en condiciones controladas de 
laboratorio y el tratamiento correspondiente de aplico diariamente (100 µL L-1). Los 
resultados obtenidos sugieren que los mayores cambios en la respuesta fisiológica e 
inmune son atribuibles a los tratamientos T1 y T2, ya que generaron un incremento en 
el conteo de hemocitos en glándula digestiva (análisis histológico), e incrementos en la 
actividad catalasa en manto y superóxido dismutasa en branquia. Los organismos 
tratados con T3 y T5 mostraron una respuesta immunomodulatoria pero en menor 
grado. El tratamiento T4 contribuyó a incrementar las reservas energéticas en manto, 
musculo y glándula digestiva. En el análisis del perfil transcriptómico, se registraron 
4,043 transcritos expresados diferencialmente en branquia y 9,789 en manto. El análisis 
funcional mostró que los genes que responden a los CBAD están relacionados con la 
respuesta al reconocimiento de lo no-propio, endocitosis y respuesta inmune, entre 
otros. Estos resultados indican que los CBAD’s permiten mantener o mejorar la 
condición fisiológica general de los organismos y activar una respuesta 
inmunomodulatoria en juveniles de A. ventricosus. 

Palabras clave: Transcriptoma, Bivalvos, Sílice, Bacterias Patógenas. 
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Summary 
The overuse of antibiotics to avoid high mortality in aquaculture production promotes the 
emergence of antibiotic resistance pathogenic bacteria strains, generating a worldwide 
concern. In order to reduce the use of these chemotherapies, the application of high 
diluted bioactive compounds (HDBC) have been proposed, some of them are 
recognized by the health secretary of México as homeopathic drugs for human 
consumption. The HDBC are known to stimulate the defense system of marine 
organisms and its prophylactic use increases survival of organisms challenged against 
pathogens. As little is known about the interaction organism-HDIC, we evaluate their 
prophylactic effect in Argopecten ventricosus juveniles, considering the general 
physiology condition and a comparative transcriptome analysis using RNA-Seq 
technology with a focus on the immune response. The experimental design included 
three replicates of five treatments: T1 (Vibrio parahaemolyticus 1D + Vibrio alginolyticus 
1D), T2 (Vibrio parahaemolyticus 7C + Vibrio alginolyticus 7C), T3 (Sodium metasilicate 
1D + Phosphoric acid 1D), T4 (Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C) and T5 
(VidatoX® 31C), and three controls: C1 (Ethanol 87°G 1C), C2 (Ethanol 87°G 1:100) y 
C3 (Distillated water). Juveniles were kept in laboratory controlled conditions and the 
respective treatment was daily added in each unit (100 µL L-1). Results suggest that 
maximum immunomodulatory was attributed to treatments T1 and T2 which registered 
the highest increase in haemocyte count, catalase activity in mantle and superoxide 
dismutase activity in gill. Treatments T3 and T5 also registered an immunomodulatory 
response but in lower grade. Treatment T4 increased energetic reserves in mantle, 
muscle and digestive gland. The transcriptome profile analysis showed 4,043 
differentially expressed genes in gill and 9,789 in mantle. The functional analyses 
showed that genes responding to HDBC were related to the non-self-recognition  
system, endocytosis and immune response. These results demonstrate that some 
HDBC allow maintaining or improving the general condition index and activate an 
immunomodulatory response in A. ventricosus juveniles. 

Keywords: Transcriptome, Bivalves, Silica, Pathogenic Bacteria. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 

La producción de moluscos, principalmente representada por bivalvos, genera 15 

millones de toneladas anuales a nivel mundial y permite una gran derrama económica 

en países como China, Vietnam, Japón, República de Corea y Chile, donde el cultivo de 

estos organismos se lleva a cabo a gran escala (Lucas y Southgate, 2012). 

En México, la mayor producción de moluscos bivalvos corresponde al ostión Americano 

Crassostrea virginica en el Golfo de México, cuya pesquería y cultivo, generan un total 

de 44,000 toneladas anuales. Estrictamente hablando, solamente se producen 4,000 

toneladas anuales de ostión derivado de la actividad acuícola directa e 

independientemente de las actividades de repoblamiento que sustentas las pesquerías 

acuaculturales (Cáceres-Martínez y Vásquez-Yeomans, 2013). La mayor producción de 

moluscos bivalvos corresponde al ostión Japonés o del Pacífico Crassostrea gigas y en 

menor grado al ostión Kumamoto Crassostrea sikamea y al ostión de Placer (nativo), 

Crassostrea corteziensis (Cáceres-Martínez y Vásquez-Yeomans, 2013). Sin embargo, 

también hay moluscos pectínidos de importancia comercial con gran potencial para ser 

cultivadas  en Baja California Sur, como la almeja Catarina Argopecten ventricosus, 

especie objetivo del presente estudio. 

Para incrementar la producción de A. ventricosus se hace necesario impulsar la 

actividad acuícola mediante la producción de semillas en laboratorio, ya que 

actualmente se registra un descenso en la extracción pesquera de este recurso, 

posiblemente a consecuencia de una sobre-explotación (Carta Nacional Pesquera, 

2018). Desafortunadamente, a pesar de algunos intentos por generar una producción 

constante de semillas (juveniles) de esta especie, no ha sido posible mantener un 

suministro oportuno y suficiente a través del tiempo, debido en parte a problemas de 

mortalidad en larvas y semillas, asociada a la incidencia de agentes patógenos 

bacterianos y virales (Mazón-Suástegui, 2005). Esta es una de las mayores 

problematicas que se presentan a nivel mundial en la producción de semilla de 

moluscos bivalvos (Guevara-Escamilla et al., 2010; Dubert et al., 2017), lo que ha 

limitado el desarrollo de la acuicultura en este grupo de organismos. En específico, una 

de las principales causas de mortalidad en pectínidios es la incidencia de enfermedades 
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asociadas a la presencia de bacterias oportunistas del género Vibrio (Luna-González et 

al., 2011). Esto debe tomarse en consideración debido a que el incremento de bacterias 

del genero Vibrio con alto grado patogenicidad puede aumentar a corto plazo a 

consecuencia del incremento en la temperatura en el agua de mar, producido por el 

calentamiento global (Wendling et al., 2014). 

Con el fin de reducir la incidencia de eventos de mortalidad causados por bacterias 

patógenas en el cultivo de moluscos bivalvos, una de las prácticas más comunes en la 

actualidad es el uso profiláctico de antibióticos y la aplicación de agentes 

desinfectantes, que tiene por fin reducir la cantidad de bacterias patógenas en los 

cultivos larvarios y durante la preengorda de semillas. Sin embargo, el uso de 

desinfectantes genera efectos negativos debido a que se pueden producir compuestos 

tóxicos cuando éstos reaccionan con la materia orgánica presente en el agua de cultivo 

(Prado et al., 2010). Por su parte los antibióticos actúan sobre diversos mecanismos, 

entre ellos la interferencia en la producción de proteínas, la replicación de DNA y otros 

aspectos del metabolismo celular de las bacteria patógenas (Romero et al., 2012). A 

pesar de ser efectivos en algunos casos, se ha observado que los antibióticos generan 

daños diversos en los cultivos de moluscos bivalvos debido a que pueden alterar la 

microbiota gastrointestinal benéfica de los organismos cultivados (Romero et al., 2012) 

y su uso prolongado puede resultar en la selección de cepas bacterianas cada vez más 

resistentes a los antibióticos (Gómez-León et al., 2005; Lawrence y Jeyakumar, 2013). 

Por esta razón, algunos gobiernos y organizaciones en diferentes partes del mundo han 

restringido el uso de antibióticos en la producción animal (Kesarcodi-Watson et al., 

2008). 

En la actualidad se están buscado alternativas sustentables que permitan evitar 

mortalidades masivas en el cultivo de moluscos bivalvos, y entre ellas podemos 

mencionar la inmunoestimulación, ya sea aplicando probióticos (Campa-Córdova et al., 

2009; 2011; Prado et al., 2010; Abasolo-Pacheco et al., 2017), compuestos derivados 

de bacterias (toxinas, bacterias inactivadas, fragmentos GpC de ADN bacteriano, 

componentes de pared celular como beta-glucanos, peptidoglucanos y 

lipopolisacáridos) (Lin et al., 2011, Meena et al., 2013; Hong et al., 2006), aceites 

esenciales con propiedades antibacteriales (Romero et al., 2012; Bem et al., 2011), 
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hormonas/citoquinas, (Bricknell y Dalmo, 2005; Canesi et al., 2006; Wang et al., 2017) y 

metales nanoparticulados (Tello-Olea et al., 2019). 

Entre otras opciones, y como una nueva alternativa, se ha propuesto el uso de 

compuestos bioactivos altamente diluidos (CBAD), algunos de los cuales son 

medicamentos homeopáticos con autorización y registro oficial para su uso en seres 

humanos, en la Secretaría de Salud de México (Secretaría de Salud, 2015). Los CBAD 

son sustancias altamente diluidas que no generan residuos en el agua tratada (son eco- 

amigables) y no incrementan la resistencia de las bacterias patógenas, debido a que no 

se enfocan a matar al patógeno sino a fortalecer los mecanismos de defensa del 

hospedero (Mazón-Suástegui et al., 2017). Estos tratamientos son relativamente 

económicos y fáciles de elaborar en relación a los tratamientos quimioterápeuticos de 

patente (medicamentos alópaticos). 

Por su modo de elaboración y efecto, los CBAD pueden ser catalogados como 

diluciones homeopáticas, las cuales son consideradas como sistemas clínico- 

farmacéuticos que utilizan micro-dosis de sustancias derivadas de plantas, minerales o 

animales, cuyo propósito es estimular una respuesta natural del organismo tratado, y 

permite a ese organismo enfermo recuperar su equilibrio u homeostasis interna 

mediante un proceso de auto-curación (Bellavite y Signorini, 2002). En general las 

formulaciones homeopáticas han sido utilizadas en animales, plantas y humanos, pero 

también han sido evaluadas mediante pruebas in vitro (Bellavite y Signorini, 2002; 

Bellavite et al., 2014b), arrojando resultados cuantificables en la activación de la 

respuesta inmune, reducción de estrés, incremento en la asimilación del alimento e 

incremento en la tasa de crecimiento, cuando son aplicados de manera profiláctica o 

terapéutica (Muñoz-Ruiz y Castro-Portillo, 1994; Bellavite y Signorini, 2002; Bellavite et 

al., 2006; Camerlink et al., 2010; Merlini et al., 2014; Dias-Neto et al., 2017). 

Investigaciones experimentales desarrolladas en el Centro de Investigaciones 

Biológicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR), han demostrado que algunos CBAD son 

capaces de fortalecer la respuesta inmune en moluscos, camarones y peces marinos al 

ser tratados principalmente de manera profiláctica (Mazón-Suástegui et al., 2016a, 

2016b, 2017; Ortiz-Cornejo et al., 2017), lo cual ofrece potenciales ventajas en materia 

de producción acuícola y rentabilidad económica, mediante la prevención de 

enfermedades. 
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Por lo anteriormente expuesto, la presente investigación ha sido orientada a evaluar el 

efecto de distintos CBADs en juveniles de la almeja Catarina A. ventricosus desde un 

enfoque fisiológico y transcriptómico. Con ello se busca generar nuevo conocimiento 

sobre las respuestas biológicas que se desencadenan al emplear estos tratamientos 

enfocados a fortalecer la respuesta inmune en la especie objetivo, que es considerada 

altamente susceptible a vibriosis (Luna-González et al., 2011). 
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2. ANTECEDENTES 
 

2.1 Especie Modelo 
 
 

La almeja Catarina A. ventricosus es un molusco bivalvo de importancia comercial 

perteneciente a la familia Pectinidae, que presenta una amplia distribución geográfica, 

desde la Laguna de Guerrero Negro y todo el Golfo de California en México, hasta el 

sur de La Paita, Perú. Su hábitat comprende fondos arenosos, areno fangosos y pastos 

marinos (Carta Nacional Pesquera, 2018), tiene un ciclo de vida corto y una alta tasa de 

crecimiento (Brand, 2006). 

Esta almeja presenta una concha biconvexa, fuertemente inflada; la valva izquierda 

presenta de 16 a 22 costillas radiales redondeadas y estrechas; la valva derecha 

presenta un número similar de costillas radiales con espacios intermedios angostos; la 

concha en su exterior presenta un color entre gris y blanco a café; el interior de la valva 

derecha normalmente se encuentra teñido de un color café o morado y alcanza una 

altura máxima de 95 mm (Coan et al., 2000). 
 

 
Figura 1. Producción acumulada (toneladas) de almeja Catarina (Argopecten 
ventricosus) entre los años 2006 y 2014 (Base de datos extraídos de 
http://www.conapesca.gob.mx, octubre 2020). 

http://www.conapesca.gob.mx/
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La pesquería de este recurso es muy variable debido a factores ambientales y a la 

facilidad con la que se desplaza esta especie. Su extracción se ha documentado en los 

municipios de Comondú, Mulegé, La Paz y Loreto en el estado de Baja California Sur; 

Mexicali en Baja California; Puerto Peñasco, San Luis y Guaymas en Sonora; y Ahome 

en Sinaloa. El municipio de Comondú es el mayor productor en todo México (Fig. 1). El 

principal producto comercializable es el musculo abductor o “callo” y en menor grado se 

consume el molusco completo precocido. La mayor producción de callo fue registrada 

en 1990, con un total de 3,000 toneladas de callo, equivalentes a 30,000 toneladas de 

peso fresco con concha (Carta Nacional Pesquera, 2018); sin embargo, esta producción 

no ha sido alcanzada nuevamente y la explotación del recurso ha ido en descenso. En 

la carta nacional pesquera se recomienda no incrementar el esfuerzo pesquero, por lo 

que no es factible incrementar la producción sin apoyo de la acuicultura. Algunos de los 

cultivos que actualmente existen dependen de la producción de fijaciones (pre-semillas) 

en laboratorio y otros son dependientes de fijación de semilla en campo. Todos estos 

proyectos se realizan a escala pequeña en la costa sudcaliforniana del Pacífico en 

localidades como Rancho Bueno, B.C.S. y en Bahía de La Paz, B.C.S (Noroeste 

Sustentable A.C.). Este último proyecto y otros de baja escala realizados en Bahía 

Magdalena, B.C.S., han sido apoyados por la empresa Acuacultura Robles S.P.R. 

mediante el suministro de pre-semillas. Este proceso implica la producción de larvas, su 

asentamiento en fibras de plástico, preengorda inicial y su transporte a los sitios de 

engorda, donde concluye el proceso de preengorda en artes de cultivo suspendidos en 

línea larga y se inicia la etapa de engorda en fondo o en suspensión (Mazón-Suástegui, 

2005). 

Aunque se tiene conocimiento y experiencia previa en el manejo de reproductores, 

larvas y juveniles de pectínidos en condiciones de laboratorio (Uriarte et al., 2001; 

Mazón-Suástegui, 2005), la producción de juveniles, en este caso de A. ventricosus, se 

ha visto limitada por mortalidades causadas por patógenos presentes en el agua de 

cultivo, lo que genera una producción inestable en el tiempo. Desafortunadamente, los 

productos convencionalmente utilizados para combatir patógenos en la acuicultura 

tradicional, han generado una serie de problemáticas que hacen indispensable optar  

por tratamientos alternativos enfocados a fortalecer el sistema inmune de los 

organismos en lugar de erradicar al patógeno, y así contribuir a resolver de manera 
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duradera y eco-amigable la problemática causada por la alta incidencia de patógenos y 

sus mortalidades asociadas. 

 
 

2.2 Mecanismos de defensa en moluscos bivalvos: sistema inmune 
 

Una de las principales tendencias actuales en la acuicultura es incrementar la 

producción de organismos en el menor espacio posible. Esto se traduce en cultivos 

intensivos en alta densidad, que incrementan el nivel de estrés en los organismos, y los 

hace más susceptibles a las enfermedades. La intensificación, contribuye también a un 

incremento en la producción de materia orgánica, lo que favorece el afloramiento de 

bacterias patógenas, principalmente las del género Vibrio, que presentan alta 

patogenicidad en pectínidos como A. ventricosus (Luna-Gonzáles et al., 2011). En lo 

general, este tipo de bacterias predominan en el cultivo intensivo de moluscos bivalvos. 

(Luna-Gonzáles et al., 2011; Travers et al., 2015). 

La búsqueda de tratamientos alternativos que fortalezcan el sistema inmune y permitan 

producir organismos más resistentes a las enfermedades, hace indispensable entender 

primeramente los mecanismos de defensa de los moluscos bivalvos y en general, de  

los organismos cultivados. Los vertebrados desarrollaron evolutivamente un sistema 

inmune adaptativo (adquirido) que se distingue por tener especificidad y memoria 

inmunológica derivada de la producción de anticuerpos que dirigen una respuesta 

especifica hacia los antígenos reconocidos (Vargas-Albores y Barracco, 2001). En 

cambio, los moluscos bivalvos presentan un sistema innato de defensa y se dice que 

carecen de un sistema inmune adaptativo, lo que se traduce en una respuesta no 

especifica (Song et al., 2010). Sin embargo, estudios recientes sugieren que los 

organismos invertebrados (incluyendo moluscos), pueden reconocer entre distintos 

patógenos y generar una respuesta específica y diferenciada que es regulada a nivel 

molecular por efecto de “splicing alternativo” (Kurtz y Armitage, 2006; Rowley y Powell, 

2007; Wang et al., 2013). 

El sistema inmune de los moluscos bivalvos se localiza principalmente en la hemolinfa 

(hemocitos), por ser un vehículo ideal para movilizarse por todo el organismo (Vargas- 

Albores y Barracco, 2001), y se encuentra integrado principalmente por hemocitos, 
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proteínas plasmáticas y reacciones que involucran diversos componentes celulares y 

humorales (Song et al., 2010; Luna-González et al., 2011). La primera barrera de 

contacto que poseen estos organismos para evitar el ingreso de un patógeno es 

principalmente el tejido epitelial y sus secreciones mucosas, en las cuales se 

encuentran presentes células epiteliales consideradas como la primera línea de defensa 

contra invasores orgánicos, inorgánicos y patógenos. Las células epiteliales son 

capaces de introducir partículas bióticas y abióticas (endocitosis), reconocer agentes 

no-propios y activar mecanismos de señalización para atraer hemocitos (Allam y Raftos, 

2015; Günther y Seyfert, 2018). Si una bacteria es capaz de cruzar la primer barrera de 

defensa, el organismo es a su vez, capaz de reconocer agentes extraños por medio de 

un mecanismo específico de reconocimiento presente en hemocitos, y desencadenar 

una serie de señalizaciones en cascada para actuar sobre el cuerpo extraño y eliminar 

el peligro que el mismo representa (Le Bris et al., 2015). 

Los principales mediadores en los mecanismos de defensa de los moluscos bivalvos 

son los hemocitos (Canesi et al., 2002), y éstos han sido clasificados con base a sus 

diversas formas (según autores) y familias de moluscos bivalvos. En Mytilus edulis los 

hemocitos se pueden clasificar en dos tipos: hialinocitos y granulocitos. En Ostrea 

edulis se han subdividido en granulocitos, hialinocitos grandes y hialinocitos pequeños 

(Canesi et al., 2002), mientras que en pectínidos solo se han observado hialinocitos y 

semigranulocitos (Estrada et al., 2013) mas no granulocitos (Hine, 1999; Vargas- 

Albores y Barracco, 2001). Cabe mencionar que a los granulocitos se les atribuye una 

mayor actividad de fagocitosis y de estallido respiratorio (Canesi et al., 2002, Wang et 

al., 2017), por lo que se cree que en moluscos pectínidos los hemocitos semigranulares 

podrían tener una actividad similar a la que tienen los granulocitos en otras familias de 

bivalvos. 

Entre las funciones de la respuesta inmune de los hemocitos, podemos citar a las 

relacionadas con 1) respuesta inflamatoria, 2) fagocitosis, 3) encapsulación y 4) 

agregación. La respuesta inflamatoria hace referencia a la migración de hemocitos y 

proteínas plasmáticas al lugar de la infección. En este proceso se lleva a cabo la 

destrucción o la reparación del tejido dañado y el aislamiento y eliminación del agente 

extraño (Novoa et al., 2011). Los hemocitos proveen a los organismos de una defensa 

localizada regida principalmente por fagocitosis, que involucra procesos de 
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reconocimiento, unión, internalización (formación de seudópodos o invaginación) y 

destrucción del patógeno o agente extraño (Canesi et al., 2002). Una vez fagocitado, el 

agente extraño puede ser 1) eliminado por evacuación, un proceso por el cual el 

hemocito se mueve a través de las barreras epiteliales hasta el lumen digestivo y 

excretor para expulsar al agente extraño (Galimany et al., 2008) o 2) destruido dentro 

de las vacuolas fagocíticas conocidas como fagosomas por medio de enzimas 

hidrolíticas (proteasas, glucosidasas, fosfatasas, lipasas y esterasas) (Pipe, 1990; 

López et al., 1997), enzimas oxidativas (Fenoloxidasa, Lisozima) (Hine, 1999; Luna- 

González et al., 2003; Wang et al., 2017), especies reactivas de oxígeno (anión 

superóxido, peróxido de hidrógeno, radical hidroxilo, ácido hipocloroso) (Hine, 1999; 

Wang et al., 2017) y péptidos antimicrobianos (Mysticinas, Defensinas, Mytilinas) 

(Canesi et al., 2002; Song et al., 2010; Bachère et al., 2015). 

Si el número de agentes extraños es elevado, y la fagocitosis por sí sola no puede 

eliminarlos, se produce un proceso de agregación en el cual actúan hemocitos y células 

no fagocíticas para encerrar componentes extraños y proceder a su eliminación (Novoa 

et al., 2011). Cuando la molécula o patógeno es muy grande para ser fagocitado, se 

lleva a cabo un proceso de encapsulación mediante el cual los hemocitos rodean al 

agente extraño y posteriormente se genera un depósito de fibroblastos, para proceder a 

la eliminación del cuerpo extraño (Cáceres-Martínez et al., 2011; Novoa et al., 2011). 

Recientemente se ha descrito la liberación extracelular de histonas antimicrobiales 

(ETosis), la cual es desencadenada por especies reactivas de oxígeno (EROS), en 

respuesta a la presencia de patógenos (Bachère et al., 2015). 

Debido a la íntima interacción que hay entre hemocitos y el mecanismo de defensa de 

los moluscos bivalvos, un incremento en el contenido de hemocitos ha sido utilizado 

como indicador de la activación de la respuesta inmune. En especies de bivalvos como 

Ruditapes philippinarum, R. decussatus, Mercenaria mercenaria y Crassostrea virginica, 

se ha observado un incremento en el conteo de hemocitos asociado a la presencia de 

bacterias patógenas (Allam et al., 2006), pero esto también se ha atribuido a la 

detección de daño celular, exposición a nanopartículas, presencia de toxinas, 

reabsorción de gónada, acarreo de nutrientes y mineralización de la concha (Mount et 

al., 2004; Kádár, 2008; Song et al., 2010; Moyano et al., 2012; Wang et al., 2013; 

Prego-Faraldo et al., 2017). Por lo anterior, este tipo de células pueden ser utilizadas 
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como indicadores del estado fisiológico y de la respuesta inmune de los moluscos 

bivalvos. 

Para poder tener una respuesta oportuna ante un agente extraño, el organismo requiere 

de algún tipo de señalización que permita reconocer moléculas u organismos 

potencialmente dañinos. En moluscos bivalvos se han identificado siete grupos de 

Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR), encargados de reconocer señales 

de peligro como los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPS, por sus 

siglas en inglés), patrones moleculares asociados a daño (DAMPS, por sus siglas en 

inglés) y patrones moleculares asociados a nanomateriales (NAMPS, por sus siglas en 

inglés) (Silva et al., 2017). Estas señales son capaces de desencadenar la respuesta 

inmune. Particularmente, los mecanismos de reconocimiento permiten a los organismos 

discriminar entre los agentes extraños y los componentes propios (Wang et al., 2013) y 

desencadenar una respuesta oportuna en contra de agentes patógenos, toxinas, 

nanopartículas y otros compuestos que sean identificados como potencialmente 

dañinos (Galimany et al., 2008; Ramírez-Ortiz et al., 2008; Song et al., 2010; Canesi et 

al., 2012; Mello et al., 2012; Wang et al., 2013; Silva et al., 2017). 

 

 
Figura 2. Rutas de señalización relacionadas con la activación de la respuesta inmune 
en moluscos bivalvos (Imagen tomada de Gómez-Chiarri et al., 2015b). AMP: péptidos 
antimicrobianos; AP-1: proteína activadora 1; AVNV: necrosis viral aguda; bax: 
regulador de apoptosis; bax; Bcl-2: regulador de apoptosis Bcl-2; bid: agonista del 
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dominio de muerte BH3; C1qdc: dominio reclutador de C1q; CARD: domino activador y 
reclutador de caspasas; CAS9: caspasa 9; CAT: catalasa; FADD: proteína fas asociado 
al dominio de muerte; Freps: proteína relacionada a fibrinógenos; GPX: glutatión 
peroxidasa ; IAP: proteína inhibidora de apoptosis; IKK: IkB quinasa; JNK: C-Jun N- 
terminal quinasa; LGBP: proteína con unión a LPS y -1,3 glucano; MEKK1: proteína 
activada por MAP; MKK: MAPK quinasa; Myd88: modulador de respuesta 
proinflamatoria mieloide 88; NF-kb: factor nuclear kappa B; PGRP: proteína 
reconocedora de peptidoglicanos; Propo: pro-fenoloxidasa; ROS: especies reactivas de 
oxígeno; SOD: superóxido dismutasa; Srs: receptores basura ricos en cisteina; TAK1: 
factor de crecimiento transformante activado por B quinasa. 

 
 

El mecanismo de reconocimiento de señales de peligro permite al organismo 

amenazado responder directamente al estímulo o activar la ruta de señalización en 

cascada correspondiente, siendo ésta última, la alternativa utilizada con mayor 

frecuencia (Wang et al., 2013). El proceso de reconocimiento es clave para la 

señalización en cascada. Entre los 7 grupos de PRR podemos mencionar: 1) Proteínas 

de Reconocimiento de Peptidoglicanos, 2) Proteínas de Unión a Gram-Negativas, 3) 

Lectinas Tipo-C, 4) Galectinas, 5) Proteínas que contienen Thioester, 6) Receptores 

"basura" (scavenger-receptors) y 7) Receptores Toll-like (Song et al., 2010; Wang et al., 

2013). Dentro del citosol podemos mencionar a la familia de los receptores STING, 

asociados a la detección de vita-PAMPs y a los receptores node-like (NLR) que son 

PRR capaces de reconocer toxinas, nanopartículas y especies reactivas de oxígeno 

(entre otras señales de peligro), que son internalizadas mediante procesos de 

fagocitosis o difusión y están involucrados en la activación del inflamosoma, un 

complejo de proteínas en el citosol, asociadas a la activación de la respuesta pro-

inflamatoria e inmune (Mariathasan et al., 2006; Dostert et al., 2008; Caicedo et al., 

2009; Franchi et al., 2012; SIlva et al., 2017). 

En moluscos bivalvos se han encontrado evidencias que sugieren la presencia de seis 

modelos de señalización, entre los que podemos mencionar la ruta de señalización Toll- 

like (Bassim et al., 2015), la señal/quinasa Janus transductora y activadora de 

transcripción (JAK-STAT) (Song et al., 2010), el activador-mitogeno de la proteína 

quinasa (MAPK) (Bassim et al., 2015), la ruta NF-kB (López-Bojorquez, 2004), rutas 

complementarias (Song et al., 2010) e inflamosoma (Franchi et al., 2012; Silva et al., 

2017), y modelos involucrados con la activación de la respuesta inmune (Fig. 2). Estos 

modelos se encargan de hacer llegar las señales que permitirán generar una respuesta 
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inmune contra el ataque de algún agente extraño. Entre los procesos involucrados se 

incluyen la fosforilación, la producción de citoquinas (ej. interleuquinas), la activación de 

factores de transcripción y la ubiquitinación, entre otros (Moreira et al., 2014). 

Una vez que se lleva a cabo el reconocimiento del agente extraño y se activa la 

cascada de señalización, se sintetizan moléculas capaces de eliminar agentes extraños 

“invasores” del organismo huésped, o de contrarrestar su efecto nocivo (Song et al., 

2010; Wang et al., 2013). Estas moléculas son conocidas como efectores del sistema 

inmune (Song et al., 2010). Estos efectores son producidos de diferente manera 

dependiendo de la ruta que haya sido activada; entre ellos se incluyen lectinas (su 

función se asemeja a la de un anticuerpo), hemaglutinas y opsoninas, encargadas de 

llevar a cabo procesos como reconocimiento y aglutinación (Novoa et al., 2011), 

péptidos antimicrobianos (miticinas, mitilinas y defensinas) (Wang et al., 2013; Bachère 

et al., 2015), lisozima (proteína hidrolítica que rompe el enlace glicosídico en 

peptidoglicanos), fenoloxidasa, involucrada en el proceso de melanización (Söderhäll y 

Cerenius, 1998, Cerenius et al., 2008), proteasas e inhibidores de proteasas (Novoa et 

al., 2011), enzimas hidrolíticas localizadas principalmente en células lisosomales 

(Estrada et al., 2007), especies reactivas de oxígeno producidas por el estallido 

respiratorio (péroxido de hidrógeno, radical hidroxilo, anión superóxido, ácido 

hipocloroso y oxígeno simple), especies reactivas de nitrógeno (peroxinitrito) (Luna- 

González et al., 2011) y enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa, catalasa y 

glutatión peroxidasa (Canesi et al., 2012; Gómez-Chiarri et al., 2015b). En conjunto, 

estos efectores permiten a los moluscos bivalvos auto-defenderse, eliminar al agente 

invasor externo y contrarrestar el efecto negativo que produce el estrés oxidativo 

causado durante el proceso de destrucción del patógeno. 

Entender el conjunto de respuestas humorales y celulares, que involucran un proceso 

complejo de reconocimiento y señalización en moluscos bivalvos permite comprender 

mejor el efecto de potenciales agentes inmunomoduladores, como sería el caso de los 

compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs), y conocer con mayor detalle y a 

mayor profundidad, sus efectos e interacciones específicas con los organismos 

tratados. 
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2.3 Inmunomoduladores: CBADs como alternativa para fortalecer el sistema 
inmune en moluscos bivalvos 

 
La aplicación de inmunoestimulantes se ha propuesto con el fin de generar una 

actividad acuícola sustentable y eco-amigable, evitando el uso y abuso de agentes 

químicos, incluyendo los antibióticos, (Prado et al., 2010). Los inmunoestimulantes, que 

también reciben el nombre de adyuvantes o modificadores de respuesta biológica, 

actúan mediante la activación del sistema inmune e incrementan la capacidad del 

organismo tratado para resistir diversas enfermedades (Wang et al., 2017). Los 

inmunoestimulantes pueden ser definidos como compuestos naturales capaces de 

modular el sistema inmune, incrementando la resistencia del hospedero en contra de 

patógenos (principalmente bacterias), que causan enfermedades (Bricknell y Dalmo, 

2005). Sin embargo, los inmunoestimulantes no solo tienen la capacidad de modular la 

respuesta inmune sino que pueden también influir en algunos parámetros fisiológicos. 

Para citar un ejemplo, en varios estudios se ha reportado que ciertos 

inmunoestimulantes como los beta-glucanos, pueden incrementar el crecimiento de los 

organismos, además de activar la respuesta inmune (Wang et al., 2017). 

 
Hasta ahora, el uso de inmunoestimulantes se considera una de las estrategias más 

novedosas en la acuicultura, ya que permiten fortalecer los mecanismos de defensa 

celular y humoral (Meena et al., 2013; Wang et al., 2017). Estos compuestos pueden 

ser divididos principalmente en dos categorías: los que son específicos y proporcionan 

una actividad antigénica específica en la respuesta inmune y los no específicos 

(presentes en moluscos bivalvos por no tener una respuesta inmune adaptativa), que se 

cree estimulan diversos componentes del sistema inmune sin una especificidad 

antigénica (Ganguly et al., 2010). Según su procedencia, los inmunoestimulantes 

pueden ser clasificados en diversos grupos: derivados de bacterias como toxinas, 

bacterias inactivadas, GpC, y componentes de la pared celular como beta-glucanos, 

peptidoglicanos y lipopolisacáridos (Hong et al., 2006; Lin et al., 2011, Meena et al., 

2013) factores nutricionales como prebióticos y carotenos (Luna-Gonzáles et al., 2011; 

Ganguly et al., 2010), hormonas/citoquinas (Bricknell y Dalmo, 2005; Canesi et al., 

2006; Wang et al., 2017) y metales nanoparticulados (Tello-Olea et al., 2019). 
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Los inmunoestimulantes permiten incrementar la actividad de fagocitosis, explosión 

respiratoria, producción de radicales libres (Oyanedel et al., 2016), actividad de enzimas 

oxidantes (Hong et al., 2006; Lin et al., 2011) y antioxidantes (Lin et al., 2011), 

favorecen la destrucción de bacterias e incrementan la citotoxicidad y la actividad 

lisosomal (Bricknell y Dalmo, 2005; Ganguly et al., 2010). Esto es válido cuando son 

adicionados en concentraciones adecuadas dependientes de cada organismo y de su 

condición fisiológica, ya que se ha observado que su aplicación excesiva trae como 

consecuencia un agotamiento de la respuesta inmune (Lin et al., 2011) o una reacción 

exacerbada que termina en un daño celular del hospedero. 

Los inmunoestimulantes pueden ser suministrados en forma de medicamentos, como 

los CBADs, o de nutrientes (Ganguly et al., 2010) y son altamente dependientes de los 

receptores objetivo de las células que se encargan de reconocerlos como señales de 

peligro. Su reconocimiento desencadena una serie de señalizaciones en cascada para 

activar rutas de defensa del sistema inmune innato del organismo. Algunas sustancias 

como beta-glucanos, nanopartículas, toxinas, productos de bacterias y constituyentes 

de plantas pueden ser reconocidas por receptores y activar directamente mecanismos 

del sistema inmune innato (Galimany et al., 2008; Prado et al., 2010; Song et al., 2010; 

Canesi et al., 2012; Wang et al., 2017). 

Los CBAD han surgido como una nueva alternativa que ha mostrado tener un efecto 

inmunomodulador en organismos marinos como peces, camarón y almejas (Ortiz- 

Cornejo et al., 2017), que por sus procesos de formulación (dilución seriada con 

procesos de dinamización) pueden clasificarse como productos similares a los 

medicamentos homeopáticos. 

La medicina homeopática, en la cual se pueden incluir los CBADs, es un sistema 

clínico-farmacéutico basado en dosis mínimas (Bellavite y Signorini, 2002) y el principio 

de los similares el cual involucra un efecto de dosis-respuesta denominado hormesis 

(Bell et al., 2013). El efecto de hormesis se caracteriza por generar una respuesta 

bifásica a estresores, donde dosis altas de una sustancia (toxina, metal, mineral, 

patógeno) causan una actividad nociva en el sistema biológico y en contra parte, dosis 

bajas (ultradiluidas y agitadas) de la misma sustancia, producen una actividad benéfica 

para el sistema biológico (Endler et al., 2015). 
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Es importante destacar que la aplicación de un agente estresor o estimulante (ej. 

endotoxina) juega un papel muy importante en la activación de la respuesta inmune 

innata. Concentraciones muy bajas de un agente estresor como los PAMPs y DAMPs 

pueden no desencadenar un proceso de respuesta inmune, mientras que 

concentraciones bajas pueden desencadenar un proceso de activación inmunológica 

moderada o de “entrenamiento” (Bauer et al., 2018). Por otra parte, dosis altas del 

agente estresor pueden generar un efecto de desensibilización (tolerancia), y dosis muy 

altas generan un efecto exacerbado de la respuesta inmune lo que se traduce en un 

daño para el hospedero (Bauer et al., 2018). Todo esto es producto de una respuesta 

bifásica conocida como el efecto de hormesis (Bell et al., 2013). Adicionalmente, la 

concentración del agente estresor que permite tener una reacción de sensibilización o 

tolerancia a cierto agente externo, puede también explicarse desde el punto de vista del 

gasto energético.  Cuando el estímulo de la respuesta inmune es bajo, por 

consecuencia el gasto energético es igualmente bajo y se genera un efecto de 

sensibilización. Sin embargo, si el estímulo es alto, el gasto energético es también 

elevado, y debido a que el organismo requiere de energía para el mantenimiento de sus 

procesos fisiológicos esenciales, se genera una respuesta de desensibilización para 

evitar un déficit de energía (Bauer et al., 2018). 

Para la formulación de los medicamentos homeopáticos, incluyendo los CBAD, se 

utilizan preferentemente sustancias derivadas de plantas, minerales o animales, 

altamente diluidas y dinamizadas (mediante agitación enérgica o “sucusión”), que 

pueden suministrarse de manera profiláctica y/o terapéutica, cuyo propósito es 

estimular una respuesta natural del individuo tratado. A diferencia de los antibióticos, los 

medicamentos homeopáticos no atacan directamente al patógeno, sino que mejoran la 

condición fisiológica y fortalecen el sistema inmune del organismo tratado (Bellavite y 

Signorini, 2002). En otras palabras, los medicamentos homeopáticos buscan fortalecer 

el sistema inmune de los organismos tratados y promueven una autorregulación 

equilibrada para recuperar su homeostasis dinámica natural, que es equivalente a un 

estado de buena salud, mientras que la pérdida de dicha homeostasis es sinónimo de 

enfermedad. 
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El efecto causado por los medicamentos homeopáticos, principalmente aquellos que se 

encuentran altamente diluidos más allá de la 12ª dilución serial centesimal (12C), ha 

sido ampliamente criticado, ya que en opinión de algunos críticos, al utilizar altas 

diluciones no se puede atribuir la respuesta del organismo tratado a una cantidad 

cuantificable del compuesto o “principio activo” del medicamento. De acuerdo con la 

teoría de Avogadro, un mol contiene 6.022X1023 moléculas, lo que implica que 

diluciones mayores a la 12a centesimal (12C) (1X10-24), tienen una probabilidad casi 

nula de contener una sola molécula del compuesto original, de lo que en la medicina 

galénica (Alopatía) se denomina “principio activo”. 

A pesar de que lo anterior genera duda razonable, se ha demostrado científicamente la 

presencia de nanopartículas en medicamentos homeopáticos altamente diluidos 

(Chikramane et al., 2012 a, 2012b), lo cual ha sido atribuido a un almacenamiento de 

las nanopartículas por efecto de flotación en la interfase que existe entre la solución y el 

aire contenido en el recipiente. Otros autores han demostrado mediante microscopia 

óptica, resonancia magnética nuclear, conductometría, espectroscopia de infrarrojo y 

termoluminiscencia, que los medicamentos homeopáticos difieren de una simple 

solución acuosa y que esa diferencia puede deberse al proceso de agitación o sucusión 

(dinamización) del principio activo contenido en alta concentración en la solución inicial 

o tintura madre (TM) (Aabel et al., 2001; Drost-Hansen, 2001; Sukul et al., 2005; Van 

Wijk et al., 2006; Rey, 2007; Demangeat, 2009; Elia et al., 2012; Kokornaczyk et al., 

2020). 

Para explicar lo anterior, se han propuesto diversos mecanismos mediante los cuales, 

las propiedades de las moléculas originales (principio activo), quedan almacenadas en 

el medicamento homeopático durante el proceso secuencial de dilución-agitación. Entre 

las hipótesis más aceptadas están: 1) La formación de “clústers” constituidos por 

moléculas de hidrógeno y oxígeno, los cuales se organizan para adquirir y conservar las 

propiedades físicas de la molécula original, aun después de las diluciones seriales 

(Bellavite et al., 2014a), 2) La formación de “dominios coherentes”, en los cuales las 

moléculas de agua conservan la estructura de la molécula original, al vibrar en una 

frecuencia común, bien definida, que permite conservar un campo electromagnético 

(Bellavite et al., 2014a) y 3) La presencia del compuesto altamente diluido o la 

formación de “nanopartículas”, cuya presencia ha sido confirmada en diluciones 15ª 
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centesimales (15C), y su formación es atribuida al efecto de la dinamización (dilución + 

agitación o sucusión), las cuales decrecen en su tamaño conforme la dilución aumenta 

(Upadhyay y Nayak, 2011). Cabe señalar que al igual que los medicamentos 

homeopáticos, las nanopartículas no tienen un efecto lineal sobre la respuesta inmune 

de los organismos y que su efecto depende ampliamente de sus propiedades físicas 

como tamaño y forma (Bell et al., 2013; Bellavite et al., 2014b; Bell y Schwartz, 2015). 

El modo convencional por el cual existe una comunicación dentro de los sistemas 

biológicos, ocurre por el reconocimiento de moléculas mediante mecanismos receptores 

que poseen todos los seres vivos. Estas moléculas pueden, aun en muy baja 

concentración, desencadenar una cascada de señalizaciones y activar una respuesta 

biológica específica. Sin embargo, los modelos de comunicación mediante los cuales 

actúan los medicamentos homeopáticos son diversos y dependen del grado de 

dinamización (dilución/sucusión). Diluciones bajas actúan mediante el modelo 

tradicional de reconocimiento molecular, mientras que en diluciones altas la 

comunicación con el receptor se atribuye a comunicación por resonancia o 

comunicación biofísica, (Bellavite et al., 2014b). Independientemente de la dilución, 

incluyendo aquellas que en teoría ya no contienen la molécula original del concentrado 

inicial o TM, se sugiere que el medicamento homeopático puede estar interactuando 

con receptores específicos o incluso directamente con el ADN de manera química o 

física (Fig. 3). 

Se ha establecido que las ondas electromagnéticas pueden ser pieza clave en la 

trasmisión de la señal de compuestos altamente diluidos debido a que se ha observado 

que proteínas de membrana pueden interactuar con moléculas de agua o clusters 

facilitando la transferencia de protones (Freier et al., 2011) y al hecho de que se ha 

detectado un incremento en la conductividad eléctrica en diluciones homeopáticas (Elia 

et al., 2012). Aunado a lo anterior se ha determinado que una activación de neutrófilos 

puede ser generada mediante una comunicación meramente física (Thomas et al., 

2000). Lo anterior ha sido corroborado mediante la colocación de un tubo con PMA (4- 

forbol-12-beta-miristato-13-acetato) unido a una bobina y otro tubo con un cultivo de 

neutrófilos igualmente unido a una bobina. Ambas bobinas se conectaron con un 

oscilador, y al ser encendido generó la activación de neutrófilos. 
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En la actualidad existe evidencia científica de que los sistemas biológicos son capaces 

de codificar señales físicas, y se le ha nombrado “comunicación celular por fotoemisión” 

(Prasad et al., 2014). Se ha detectado que un sistema celular puede influenciar a otro 

por medio de radiación electromagnética (foto emisión), mediante la estimulación de la 

división celular, la activación de neutrófilos y la inducción del estallido respiratorio; sin 

embargo, aún no se ha establecido con total claridad el mecanismo específico mediante 

el cual, las células son capaces de reconocer fotones emitidos por células vecinas y 

también, aquellos fotones emitidos por el entorno (Prasad et al., 2014). Esta evidencia 

soporta la idea de que los medicamentos homeopáticos, en particular los que están 

mayormente diluidos, pueden estar actuando por medio de una comunicación física en 

los organismos, sin necesidad de que exista una sola molécula del “principio activo”, 

presente en el medicamento ultradiluido y agitado de manera serial, a partir de una TM. 

Por otra parte, también se ha considerado la interacción causada por la presencia de 

nanopartículas, las cuales han sido observadas y cuantificadas en ciertos 

medicamentos homeopáticos, incluso en altas diluciones (Chikramane et al., 2012a, 

2012b). La detección de nanopartículas ha sido posible principalmente en aquellos 

medicamentos formulados a partir de compuestos o de moléculas hidrofóbicas (Moyano 

et al., 2012). Esta es una característica que presentan los medicamentos homeopáticos 

formulados a partir de metales, los cuales desencadenan una mayor respuesta del 

sistema inmune a mayor grado de hidrofobicidad del metal (Moyano et al., 2012). 

 

 
Figura 3. Modelos de reconocimiento de los medicamentos homeopáticos en los 
sistemas biológicos (Imagen tomada de Bellavite et al., 2014b) según la dilución del 
compuesto bioactivo. 
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Actualmente hay artículos científicos publicados que demuestran la eficacia de los 

medicamentos homeopáticos en plantas, animales y humanos, tanto en experimentos in 

vitro como in vivo (Bellavite y Signorini, 2002; Bellavite et al., 2014b) por ejemplo, Saha 

et al., (2013) evaluaron por triplicado el efecto de dos medicamentos homeopáticos 

Condurango 30c y Hydrastis 30c, un control placebo (etanol 30c) y un control negativo 

(nada adicionado) en cultivos celulares de una línea de células de cáncer cervical 

utilizando un microarreglo (Affymetrix Gene Chip Human Primeview). Como resultado, 

estos autores registraron 100 genes que son regulados por efecto de Condurango 30c e 

Hydrastis 30c, concluyendo que los medicamentos homeopáticos no son consecuencia 

de “efecto placebo” y sugieren que en cultivos de líneas celulares cancerígenas, no es 

posible asumir que exista un proceso de sugestión, factor indispensable para que se 

lleve a cabo el efecto placebo. 

Los experimentos in vitro han sido utilizados en la investigación científica como modelos 

inmunológicos para demostrar que existe una respuesta de regulación de células 

involucradas con el sistema inmune. En macrófagos de ratón tratados con CANOVA®, 

un complejo homeopático utilizado para el tratamiento de casos de sistema inmune 

deprimido, permite la activación de genes involucrados con la activación de macrófagos 

(de Oliveira et al., 2008). Davenas et al., (1988) registraron una activación de basófilos 

con el anticuerpo anti-IgE, utilizando diluciones homeopáticas 10-60 y 10-120 veces 

menores a la concentración convencional (10-3 mg mL-1) que también demostró ser 

efectiva. Cuando el anticuerpo anti-IgE fue adicionado a una concentración 1.66X10-16 

M para activar basófilos, estos quedaron inactivados mediante la aplicación profiláctica 

de medicamentos homeopáticos formulados a partir de histamina 18c y Apis mellifica 

10c (0% desgranulación de basófilos) en comparación con el control (36.7±2.4% 

desgranulación de basófilos), corroborando la acción antiinflamatoria estos tratamientos 

(Poitevin et al., 1988). El medicamento homeopático Arnica montana promueve en 

macrófagos de humanos, la regulación de genes involucrados en la remodelación de 

tejido y sub-expresa genes relacionados con procesos inflamatorios (Olioso et al., 

2016). Las diluciones homeopáticas centesimales 3C, 5C y 7C de Apis mellifica han 

demostrado sobre-expresar genes involucrados en procesos que inhiben inflamación y 

estrés oxidativo en líneas celulares RWPE-1, que son células epiteliales normales de la 

próstata (Bigagli et al. 2014). 
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En particular los modelos inmunológicos han mostrado ser de gran utilidad para 

demostrar la actividad de la homeopatía (Bellavite et al., 2006; Bonamin y Bellavite, 

2015), ya que la vía específica de acción de diversos medicamentos homeopáticos está 

relacionada con la regulación de la respuesta inmune de los organismos tratados 

(Bellavite et al., 2006), y con la conservación de la homeostasis interna frente a eventos 

de estrés o de enfermedad (Bellavite y Signorini, 2002). Varios resultados han 

demostrado que los medicamentos homeopáticos fortalecen el sistema inmune, y se ha 

sugerido que la interacción entre medicamento-organismo se ve reflejada en uno o en 

varios de los mecanismos de defensa o citoprotección (Bonamin y Bellavite, 2015). 

Diversos autores han utilizado plantas (Jäger et al., 2015) y animales (Bonamin et al., 

2015) como modelos de estudio, con el fin de demostrar in vivo la acción real de 

algunos medicamentos homeopáticos sobre componentes del sistema inmune. En 

plantas de fresa Trebbi et al., (2014) observaron que la aplicación semanal mediante un 

atomizador de los medicamentos homeopáticos formulados a partir de dinamizaciones 

decimales de azufre (Suplphur 6X) y Horn-equisetum (6X), permite reducir el nivel de 

infección causado por el hongo patógeno Botrytis cinérea, e incrementar la producción 

de frutos. Adicionalmente, en experimentos realizados in vitro con plantas de caña de 

azúcar se ha reducido el número de plantas infectadas con Xanthomonas albilineans 

mediante la aplicación de cuatro diferentes medicamentos homeopáticos en 

dinamización centesimal (Sulphur 30C, Staphysagria 30C, Calendula 30C, 

Osillococcinum 200 C), mientras que en el grupo control (sin tratamiento), se registró 

una mayor presencia de plántulas contaminadas (García y Villegas, 2014). Estos 

autores realizaron los ensayos por triplicado con un total de 105 muestras en todo el 

diseño experimental. En otros estudios han encontrado que los medicamentos 

homeopáticos actúan sobre el sistema inmune y contribuyen a mantener la homeostasis 

general de los organismos tratados, directamente asociada con un buen estado de 

salud y/o ausencia de enfermedad. Scherer-Pongratz et al., (2015) observaron un 

incremento en el crecimiento del tallo en plantas de trigo (Triticum aestivium), cuando 

las semillas fueron tratadas con dinamizaciones homeopáticas decimales (24X, dilución 

10-25) formuladas a partir de un concentrado de nitrato de plata (10 mg mL-1), en 

comparación con las semillas del grupo control (agua). Estos autores concluyen que el 

desarrollo y el crecimiento de las semillas de trigo puede ser mejorado con nitrato de 
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plata 24X. Aunado a lo anterior, la línea de investigación de homeopatía agrícola en 

CIBNOR ha sugerido el uso de CBADs como una alternativa para mejorar el cultivo de 

especies de plantas de importancia comercial como pepino (Cucumis sativus), tomate 

(Solanum lycopersicum), frijol (Phaseolus vulgaris) y albahaca (Ocimum basilicum) 

(Mazón-Suástegui et al., 2019d). 

Por otro lado la aplicación de homeopatía en animales permite el fortalecimiento del 

sistema inmune y la conservación de homeostasis en los sistemas de los organismos, 

con lo cual es posible obtener incrementos en crecimiento y reducción de estrés. Entre 

los animales, el ratón (Mus musculus) ha sido el modelo más estudiado para evaluar el 

efecto de medicamentos homeopáticos. Ferraz et al., (2011) observaron una reducción 

en parasitemia (presencia de parásitos en el torrente circulatorio) de ratones infectados 

con el parasito Trypanosoma cruzi (1400 tripomastigote organismo-1) que fueron 

tratados previamente durante 7 días con el “nosode” (medicamento homeopático 

formulado a partir de un patógeno) 7dH formulado a partir de un concentrado del mismo 

parásito T. cruzi (4.1X107 tripomastigotes mL-1) y administrado a 0.2 mL días-1 

organismo-1. Los autores sugieren experimentar con diferentes concentraciones y 

tiempos de tratamiento ya que aunque observaron una reducción en la parasitemia no 

se pudo reducir el porcentaje de mortalidad en los ratones infectados. Por su parte 

Bagai et al., (2012) reportaron una mayor supervivencia en ratones infectados con 

Plasmodium berghei (1X106) cuando fueron tratados con el co-nosode 30C (Malaria Co 

Nosode [Nd], M/s. S.B.L., India) administrado a 0.2 mL días-1 organismo-1 durante un 

período de 4 días en comparación con el control negativo (agua destilada), pero no se 

presentó diferencia significativa en el porcentaje de parasitemia, con respecto al control 

positivo (Chloroquina). En este contexto, se ha concluido que la aplicación de 

medicamentos homeopáticos permite a los organismos tratados, desencadenar 

respuestas dirigidas a contrarrestar la sintomatología asociada a una enfermedad 

específica, y a sobrellevar la invasión del parásito, lo que sustenta la idea de que los 

medicamentos homeopáticos actúan en el fortalecimiento de la respuesta inmune. 

Para el caso particular de organismos acuáticos se tiene muy poca información. En su 

mayoría, las investigaciones experimentales se han realizado con la especie 

dulceacuícola Oreochromis niloticus, (tilapia del Nilo), y se han reportado incrementos 

en el diámetro de fibras musculares y supervivencia en peces tratados con el 
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medicamento homeopático patentado Homeopatila RS® (yodo 12CH, extracto de 

testículo de tilapia 30CH y extracto de hipófisis de carpa 30CH) en comparación al 

control negativo (etanol 30°) y un control positivo para crecimiento muscular (hormona 

17-α-metiltestosterona) (Júnior et al., 2012). Para la misma especie también se ha 

reportado una reducción en el impacto causado por estrés, e incrementos en el 

crecimiento de los organismos tratados con otra formulación patentada Homeopatila 

100® (Merlini et al., 2014), lo cual ha sido confirmado con un menor contenido de 

cortisol (17.19 ± 0.95 ng mL-1) en comparación con los niveles en los organismos del 

grupo control (38.68 ± 1.21 ng mL-1) los cuales fueron tratados solo con alcohol. 

También se reportan cambios en el metabolismo de lípidos utilizando el medicamento 

patentado HomeoAqua Mega-3® (Andretto et al., 2014) el cual genera un decremento 

en el contenido de ácidos grasos saturados y de la relación ∑N-6/∑N-3 en comparación 

al control (etanol 30°). Otros autores han reportado incrementos en supervivencia y 

mantenimiento en el crecimiento de organismos tratados con la hormona 17-α- 

metiltestosterona, cuando se adiciona un complejo homeopático formulado a partir de 

chamomilla, quina y azufre, durante la masculinización de alevines, proceso en el cual, 

los peces se ven expuestos a factores estresantes (Dias-Neto et al., 2017). Cabe 

señalar que estos autores registraron una menor supervivencia cuando la hormona 17- 

α-metiltestosterona fue administrada sin el complejo homeopático. Lo anterior sustenta 

los resultados de Merlini et al., 2014 quienes determinaron que los medicamentos 

homeopáticos ayudaron a reducir el estrés de los organismos, permitiéndoles conservar 

su balance homeostático. 

En lo relativo a especies marinas, recientemente se han publicado los resultados de 

investigaciones realizadas en CIBNOR con especies de interés comercial y el uso de 

CBADs, considerados medicamentos homeopáticos (Mazón-Suástegui et al., 2016a, 

2016b, 2017, 2018b, 2019a; Ortiz-Cornejo et al., 2017, Rosero-García et al., 2019; 

López-Carvallo et al., 2020). Al respecto, en camarón blanco (Litopenaeus vannamei), 

retado contra Vibrio parahaemolitycus se registró una mayor supervivencia en el grupo 

experimental tratado antes y durante el reto con los CBAD Hel-Mix/Pav-Mix 31CH 

(58.3%) y Vid-Mix 31CH (50%) en comparación con el grupo control negativo (0%), 

mientras que el grupo control positivo (el cual no fue retado) registró un 100% de 

supervivencia (Mazón-Suástegui et al., 2016a). Adicionalmente, los tratamientos que 
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presentaron mayor porcentaje de supervivencia estuvieron asociados a un incremento 

en la respuesta inmune. De igual forma, se observaron efectos benéficos con el uso de 

CBAD en juveniles de pargo Lunarejo (Lutjanus guttatus) que mostraron presencia de 

coccidios intestinales, los cuales tuvieron mayor supervivencia cuando los juveniles 

fueron tratados con Heel-Mix, reducción de lesiones en tejido de estómago e intestino 

por efecto de los tratamientos Passival®-Silicea terra®,  Passival®-Phosphoricum 

acidum® y Endecto®-Infecçoes, y un incremento en reservas de carbohidratos en hígado 

por efecto de los tratamientos Passival® y Passival®-Silicea terra® en comparación con 

los organismos del grupo control (Mazón-Suástegui et al., 2016b; Rosero-García et al., 

2019). También se han realizado estudios experimentales en moluscos bivalvos 

marinos, como la almeja Catarina (A. ventricosus). Juveniles de esta especie fueron 

tratados con CBADs y con los antibióticos ampicilina y oxitetraciclina (Mazón-Suástegui 

et al., 2017). Los resultados mostraron un incremento en la actividad de la enzima 

superóxido dismutasa y mayor supervivencia (85%) en organismos retados con un 

patógeno (Vibrio algynoliticus) cuando fueron previamente tratados con el CBAD 

Phosphoricum acidum® (PaV Mix/PhA 30C), mientras que en los juveniles tratados con 

el antibiótico ampicilina y oxitetraciclina registraron la menor supervivencia (53% y 30% 

respectivamente) y menor actividad SOD. Los organismos pertenecientes al control 

negativo (sin tratamiento) presentaron una supervivencia del 0% (Mazón-Suástegui et 

al., 2017). En otro estudio realizado con juveniles de Seriola rivoliana el uso profiláctico 

de CBADs formulados a partir de cepas patógenas de V. paraheamolyticus + V. 

alginolyticus permitió incrementar la expresión de los genes IL-1β y MyD88, cuando los 

organismos fueron retados contra V. paraheamolyticus (Mazón-Suástegui et al., 2019a). 

Los resultados experimentales obtenidos en los estudios anteriores han permitido 

establecer que los CBADs, tienen la capacidad de producir efectos biológicos 

cuantificables en los organismos marinos tratados, y que sus efectos se encuentran 

íntimamente ligados a la conservación de la homeostasis y a un incremento en su 

respuesta inmune. En el caso de la almeja Catarina A. ventricosus, se ha sugerido que 

dentro del área de la “homeopatía acuícola” los CBADs son una alternativa viable para 

la sustitución o disminución del uso de antibióticos y de otros agentes 

quimioterapéuticos de amplia utilización en la acuicultura intensiva (Mazón-Suástegui et 

al., 2017). 
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Derivado de lo anterior, existe un gran interés en la evaluación detallada del efecto de 

CBADs comerciales como Silicea terra® Phosphoricum acidum® y VidatoX®, registrados 

como medicamentos homeopáticos autorizados para uso humano, en moluscos 

bivalvos de importancia comercial. Igualmente, existe interés en estudiar los efectos 

derivados de la aplicación de otros CBADs desarrollados en el Centro de 

Investigaciones Biológicas del Noroeste (CIB®), a partir de Metasilicato de sodio, Ácido 

fosfórico, y nosodes de Vibrio algynoliticus y Vibrio parahaemolitycus, debido a que 

tienen potencial para incrementar crecimiento y supervivencia, activando además la 

respuesta inmune en moluscos, camarón y peces marinos (Mazón-Suástegui et al., 

2017, 2018b). 

 
 

2.4 Transcriptómica: una herramienta para entender la acción de los CBADs en la 
almeja Catarina A. ventricosus 

 
Los efectos que generan los compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) sobre 

los organismos son diversos y dependen del producto o tratamiento aplicado. Hasta 

ahora los resultados experimentales sugieren que los CBADs formulados a partir de 

sílice, ácido fosfórico, cepas patógenas de Vibrio (CIB®), y VidatoX®, pueden generar 

una respuesta inmunomoduladora en organismos marinos (Mazón-Suástegui et al., 

2017; Ortiz-Cornejo et al., 2017). Sin embargo, aún no se conocen los procesos 

biológicos, rutas metabólicas o vías de señalización reguladas por efecto de CBADs en 

organismos marinos, que permiten desencadenar los procesos detectados a nivel 

fisiológico, como el incremento en la actividad antioxidante, sobre regulación de genes 

asociados a la activación de la respuesta inmune y citoprotección. La aplicación de 

herramientas analíticas derivadas de las ciencias ómicas, como la transcriptómica (una 

disciplina joven aun), puede facilitar su estudio y permitir entender la respuesta 

molecular que se lleva a cabo por determinada condición. 

Actualmente la tecnología RNA-Seq permite realizar análisis transcriptómicos con una 

mayor perspectiva y resolución, comparado con los métodos basados en microarreglos 

y secuenciación por Sanger (Nagalakshmi et al., 2010; Li y Li, 2014). El uso de la 

tecnología RNA-Seq revolucionó la manera en que los transcriptomas de eucariotas son 

analizados (Wang et al., 2009), ya que permite caracterizar todo el transcriptoma y hace 
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posible observar genes expresados diferencialmente, al igual que sus isoformas 

(Richard et al., 2017). Esta tecnología está basada en la generación de millones de 

lecturas cortas que representan fragmentos de RNA, y permite visualizar el RNA total 

(RNAs codificantes y no codificantes) presente en una muestra biológica. La técnica 

RNA-Seq ha sido ampliamente utilizada en el estudio de la inmunología de moluscos, lo 

que ha generado avances que no hubieran sido posibles sin la reciente aplicación de 

las ciencias ómicas, que permiten descubrir genes, marcadores y rutas asociadas en 

diversos procesos biológicos (Gómez-Chiarri et al., 2015a; 2015b). El uso de la 

transcriptómica en acuicultura tiene aplicaciones diversas, incluyendo la selección de 

reproductores, conservación de recursos, determinación del estrés fisiológico, efectos 

de la toxicología, desarrollo biológico, resistencia a enfermedades e inmunología en 

especies de interés acuícola comercial (Li y Li, 2014; Zhao et al., 2017). 

La tecnología RNA-Seq y el análisis bioinformático de transcriptomas, han demostrado 

ser de gran ayuda para comprender las complejas relaciones existentes entre 

enfermedades, medicamentos y organismos (Sá et al., 2017), y han permitido entender 

la interacción farmacodinámica medicamento-individuo (Richard et al., 2017) y la 

visualización de rutas de transducción de señales (Benjamin et al., 2005; Li y Li, 2014). 

Adicionalmente, han facilitado entender el significado biológico de los cambios 

inducidos y de los mecanismos de regulación activados mediante la sub- o sobre- 

expresión de genes por efecto de la aplicación de diversos medicamentos (Davidson et 

al., 2002). 

El análisis transcriptómico es una herramienta de gran interés para el estudio del modo 

de acción de los CBADs, ya que ciertos autores han observado cambios en la 

modulación de la expresión de genes, posterior al tratamiento homeopático aplicado (de 

Oliveira et al., 2008; Saha et al., 2013; Bellavite et al., 2014b). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
 

La almeja Catarina (A. ventricosus) es una especie nativa de Baja California Sur, 

México, con importancia comercial, cuyo cultivo no se ha podido mantener debido 

principalmente a un desabasto de juveniles (“semillas”) producidos en laboratorio. Una 

de las principales causas es la presencia de patógenos en el agua, que en condiciones 

propicias, pueden generan una patología o enfermedad específica. 

La presencia de bacterias patógenas en el agua de cultivo se ha tratado de mitigar con 

el uso de antibióticos; sin embargo, estos productos quimioterapéuticos han  

demostrado generar efectos adversos en la salud de los organismos y fomentan la 

generación de nuevas cepas multi-resistentes a los antibióticos. Esta situación lleva a 

buscar y evaluar alternativas más eficientes y eco-amigables, como lo son los CBADs, 

que han demostrado fortalecer el sistema inmune en animales, incluyendo a los 

invertebrados marinos y particularmente a la especie objetivo de esta investigación: la 

almeja Catarina A. ventricosus. Sin embargo aún se desconoce el modo de acción de 

los CBADs en los sistemas de los organismos marinos. 

Por lo anteriormente expuesto, se pretende evaluar y entender la acción específica de 

los CBADs en la respuesta inmune de juveniles de almeja Catarina A. ventricosus. Se 

utilizarán dos CBADs con registro en la Secretaria de Salud de México como 

medicamentos homeopáticos para uso humano (Silicea terra® + Phosphoricum acidum® 

y VidatoX®), que han demostrado activar la respuesta inmune en organismos marinos 

retados ante patógeno, y tres CBADs formulados en el Centro de Investigaciones 

Biológicas del Noroeste (CIB®), uno a base metasilicato de sodio + ácido fosfórico, y 

dos nosodes formulados a partir de patógenos que causan mortalidades masivas en 

moluscos bivalvos. Estos CBAD fueron seleccionados con base al principio de hormesis 

(principio de la similia), donde la respuesta biológica se caracteriza por una acción 

benéfica a dosis bajas y efectos nocivos a dosis altas (acción bifásica). 

La presente investigación pretende contribuir a cerrar la brecha de conocimiento que 

existe con relación a la forma de acción de los CBADs aplicados como agentes 

estimulantes de los mecanismos propios de defensa en juveniles de A. ventricosus, 

mediante la evaluación a nivel fisiológico y transcriptómico de los organismos tratados. 
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4. HIPÓTESIS 
 
 

La aplicación de compuestos bioactivos altamente diluidos con potencial 

inmunomodulador en organismos marinos y formulados a partir de cepas patogénicas 

de Vibrio alginolyticus y Vibrio parahaemolyticus, metasilicatos de sodio, ácido fosfórico, 

Silicea terra®, Phosphoricum acidum® y VidatoX®, tendrá un efecto modulador de los 

procesos biológicos asociados a la respuesta inmune de la almeja Catarina Argopecten 

ventricosus, y ésta será cuantificable a nivel fisiológico y transcriptómico. 



28 
 

 

5. OBJETIVOS 
 

5.1 Objetivo general 
 

Evaluar la acción de compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) en juveniles de 

almeja Catarina (Argopecten ventricosus, Sowerby II, 1842) en condiciones de 

laboratorio. 

 
 

5.2 Objetivos Particulares 
 
 
  Evaluar el efecto de CBADs, sobre el estado fisiológico inmune en juveniles de 

almeja Catarina (Argopecten ventricosus) en condiciones de laboratorio. 

 

  Evaluar el efecto de CBADs, sobre la condición fisiológica general en juveniles de 
almeja Catarina (Argopecten ventricosus) en condiciones de laboratorio. 

 
 

  Evaluar el efecto de CBADs, en el perfil transcriptómico de juveniles de almeja 
Catarina (Argopecten ventricosus) en condiciones de laboratorio, utilizando la 

tecnología RNA-Seq. 

 
 

  Evaluar el efecto de CBADs sobre la expresión diferencial de genes blanco 

seleccionados del objetivo 3, en branquia, manto y glándula digestiva de juveniles 
de almeja Catarina (Argopecten ventricosus) en condiciones de  laboratorio, 

utilizando la técnica de RT-qPCR. 
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6. MATERIALES Y METODOS 
 

6.1 Obtención y aclimatación de los organismos 
 

Se obtuvieron de la asociación no gubernamental Noroeste Sustentable A.C. (NOS), 

1,500 juveniles de almeja Catarina A. ventricosus de 3 meses de edad, con altura 

promedio de 1.98 ± 0.1 cm y un peso de 1.5 ± 0.14 gr, producidos en el laboratorio 

comercial de Acuacultura Robles S.P.R. de R.I. 

Los organismos fueron colectados en la granja de cultivo de NOS, en bahía de La Paz 

B.C.S., durante el mes de marzo del año 2016 y se transportaron en bolsas de malla 

plástica humedecida dentro de una hielera. Los organismos fueron recibidos en el 

Laboratorio de Homeopatía Acuícola y Semillas Marinas del Programa de Acuicultura 

del Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste, S.C., en La Paz, B.C.S. (PAC- 

CIBNOR). Después de realizar una limpieza general de los organismos para descartar 

epibiontes, se traspasaron a una unidad de preengorda con capacidad de 1,500 L. Los 

juveniles se mantuvieron con flujo ascendente re-circulante durante una semana, a 

temperatura de 24°C, con agua de mar filtrada (1 µm, luz UV y carbón activado), con 

aireación constante y salinidad de 37-38 UPS. 

Durante su aclimatación, los organismos fueron alimentados con una mezcla de 

microalgas cultivadas (Isochrysis galbana y Chaetoceros calcitrans en proporción 

celular 1:1), manteniendo en la unidad experimental una concentración de 150,000 cel 

mL-1. Al concluir el proceso de aclimatación, los organismos se colocaron en unidades 

experimentales de preengorda de material plástico denominadas “minisurgencias”, 

constituidas por un contenedor (tara) plástico (36 L) y cuatro cilindros de surgencia de 

tubo PVCS 4”. Estos cilindros fueron operados con flujo ascendente re-circulante, 

mediante un sistema de flujo por aerosifón conectado a un tubo colector central de 

PVCS 8”. En total se dispuso de 24 unidades experimentales, cada una con 4 cilindros 

de surgencia, sumando un total de 96 cilindros. En cada cilindro se colocaron 13 

almejas juveniles (semillas), haciendo un total de 52 organismos por unidad 

experimental o minisurgencia y un total de 1,248 semillas en el experimento (Fig. 4). 
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Figura 4. Unidades experimentales de mini-surgencia utilizadas para evaluar el efecto 
de compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) en juveniles de almeja Catarina 
Argopecten ventricosus. 

 
 

6.2 Cultivo de microalgas 
 

La producción de microalgas se llevó a cabo en tanques cilíndricos transparentes de 

policarbonato, con capacidad de 1,700 L, con volumen operativo de 1,500 L. Para cada 

especie de microalga, todos los días se inocularon 40 L de microalga en 1,000 L de 

agua de mar filtrada a 1 µm, pasada por luz UV y carbón activado enriquecida con 

medio f/2, adicionando silicatos para el caso del cultivo de la diatomea C. calcitrans. Los 

inóculos de microalga fueron proporcionados por el Laboratorio de Producción de 

Alimento Vivo del CIBNOR y su producción fue escalada en bolsas de plástico de 40L 

litros, que posteriormente se utilizaron como inóculos para producción masiva en las 

columnas de policarbonato (1,500 L). 

 
 

6.3 Preparación de los compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) 
 

Los tratamientos T1 (Vibrio parahaemolyticus 1D + Vibrio alginolyticus 1D) y T2 (Vibrio 

parahaemolyticus 7C + Vibrio alginolyticus 7C), se formularon en CIBNOR a partir de 

una tintura madre preparada con biomasa inactivada de cepas patógenas (lisados 

bacterianos) de Vibrio parahaemolyticus (CAIM 170; www.ciad.mx/caim) y Vibrio 

alginolyticus (CAIM 57 www.ciad.mx/caim) aisladas de procesos de mortalidad masiva. 

http://www.ciad.mx/caim)
http://www.ciad.mx/caim)
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Para el caso específico de cada cepa, se preparó un concentrado inicial o tintura madre 

(TM) en un laboratorio certificado de microbiología en CIBNOR, a partir de 15 mL de 

biomasa húmeda obtenidos por centrifugación (3,300 g, 4°C, 20 min) de 2 L de cultivo 

de cada cepa de Vibrio (105X106 UFC mL-1) cultivada en medio liquido 2216 (BD 

DifcoTM, USA). Para cada cepa, el pellet de biomasa húmeda fue macerado, 

homogenizado y completamente inactivado por tres ciclos de congelamiento- 

descongelamiento a -80°C y 24°C, a fin de romper la pared celular y liberar los 

principios activos de cada cepa. Entre cada ciclo de congelamiento-descongelamiento 

se llevó a cabo un proceso de agitación por dos minutos a 3,200 rpm en equipo vortex 

(Benchmark mixer ™, Benchmark Scientific Inc.). El producto inactivado resultante fue 

nuevamente llevado a su volumen original (2L) utilizando etanol 87% para uso en 

homeopatía (Similia®; Farmacia Homeopática Nacional®, CDMX, México) y se agitó 

durante dos minutos a 3200 rpm en equipo vortex (Benchmark mixer™, Benchmark 

Scientific Inc.). El resultado final de este proceso fue la obtención de un concentrado 

inicial o tintura madre (TM), a partir del cual se aplicó la técnica homeopática de dilución 

serial y agitacion o sucusión (Dinamización homeopática). A partir del concentrado (TM) 

se obtuvieron las dinamizaciones decimales (1:10) o centesimales (1:100) 

correspondientes, de acuerdo a lo establecido por los principios homeopáticos (Bellavite 

y Signorini 2002) descritos en la figura 5. Como resultado se obtuvieron diluciones de 

trabajo decimales 1D (1x10-1) o centesimales 7C (1x10-14). La última dilución se realizó 

con agua destilada para minimizar potenciales efectos producidos por el etanol (López- 

Carvallo et al., 2019, 2020). 
 
 

 

 
Figura 5. Proceso aplicado para formular los tratamientos experimentales basados en 
compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs). Se explica el proceso de 
dinamización centesimal (dilución serial 1:100 y sucusión) que implica diluciones 
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centesimales sucesivas. 1C: dilución 1X10-2; 2C: dilución 1X10-4; 3C: dilución 1X10-6; 
4C: dilución 1X10-8 y 5C: dilución 1X10-10. 

 
 

El tratamiento T3 (Metasilicato de sodio 1D + Ácido fosfórico 1D) se formuló en 

CIBNOR a partir de tinturas madre (TMs) de metasilicato de sodio y ácido fosfórico. 

Para ello se consideraron TMs al ácido fosfórico grado analítico al 86% (Faga Lab®, 

Guamuchil, México) y a una solución saturada de metasilicato de sodio. Esta solución 

saturada o TM de metasilicato de sodio, se preparó mediante la dilución de 9.4 gr del 

compuesto en agua destilada a temperatura ambiente (25°C) hasta que se alcanzó un 

punto de saturación. Ambos concentrados o TMs de ácido fosfórico y de metasilicato de 

sodio, fueron diluidos (1:10) en agua destilada y agitados (3200 rpm, 2min; equipo 

vortex ya descrito), por separado para obtener soluciones de trabajo 1D, es decir, los 

tratamientos experimentales aplicados. 

Los CBADs del tratamiento T4 (Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C) y T5 

(VidatoX® 31C) se elaboraron a partir de medicamentos homeopáticos comerciales. El 

tratamiento T4 consistió en una dilución centesimal (1:100 dilución/agitación) preparada 

a partir de los medicamentos de uso humano Phosphoricum acidum® 6C y Silicea terra® 

6C, ambos de Laboratorios Similia®. El tratamiento T5 (ViT 31C) se elaboró mediante 

una dilución centesimal (1:100 dilución/agitación) del medicamento homeopático 

VidatoX® 30CH del Laboratorio Labiofam®, de origen cubano y formulado a partir de 

veneno del escorpión Rhopalurus junceus. Como se mencionó anteriormente, para 

minimizar potenciales efectos nocivos y colaterales asociados al etanol, el excipiente o 

vehículo de dilución utilizado en la última dinamización (dilución-sucusión) de los 

tratamientos experimentales, fue agua destilada. 

 
 

6.4 Diseño experimental 
 

Se evaluó el efecto de cinco compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) en 

dinamización decimal (D) o centesimal (C) durante 21 días. Cuatro de estos 

tratamientos se administraron en forma de complejos (T1 a T4) y uno en forma 

individual (T5): T1 (Vibrio parahaemolyticus 1D + Vibrio alginolyticus 1D), T2 (Vibrio 

parahaemolyticus 7C + Vibrio alginolyticus 7C), T3 (Metasilicato de sodio 1D + Ácido 
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fosfórico 1D), T4 (Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C) y T5 (VidatoX® 31C). 

En el diseño experimental se incluyeron también tres controles: (C1) Etanol 87°G 

dinamizado 1C; (C2) Etanol 87°G diluido 1:100, y (C3) Agua destilada. Esto suma un 

total de 8 grupos experimentales incluyendo tratamientos y controles; todos se  

aplicaron por triplicado, de manera que para cada tratamiento (CBAD o control), se 

dispuso de tres unidades experimentales, c/u con cuatro minisurgencias. 

Durante el experimento las unidades experimentales se mantuvieron a temperatura de 

23.5 ± 0.5 °C, con flujo continuo de agua de mar filtrada a 1 µM, pasada por luz UV y 

carbón activado, a salinidad de 37 UPS y con aireación constante. El agua de mar y el 

alimento se suministraron en conjunto, estableciendo un flujo de 1.68 mL s-1 durante 21 

horas al día. Este flujo se suspendió durante la limpieza diaria de rutina en reservorios 

destinados al almacenamiento de agua y alimento y en las unidades experimentales, 

retirando mediante sifoneo los desechos depositados en el fondo. 

Los tratamientos se aplicaron diariamente en las unidades experimentales una vez 

concluida la rutina de limpieza. Durante la aplicación de los tratamientos 

experimentales, se suspendió el flujo de agua (entrada-descarga) de las unidades y se 

mantuvo el flujo recirculante interno de los cilindros de surgencia inducido por aerosifón. 

Los tratamientos complejos (tratamientos con 2 diluciones formuladas con CBADs) se 

aplicaron en días alternados. Se adicionaron 100µL del tratamiento (CBAD o Control), 

por cada litro de agua, una dosis probada con anterioridad y con resultados positivos en 

la inmunomodulación de juveniles de almeja Catarina A. ventricosus (Mazón-Suástegui 

et al., 2017). Para favorecer la captación por parte de los moluscos, del tratamiento 

añadido en el agua de cultivo, el flujo de agua entrada-descarga se interrumpió durante 

tres horas, sabiendo que son capaces de filtrar la totalidad del volumen de agua en ese 

tiempo. Se ha reportado que en condiciones normales (20°C, salinidad 36 ups), los 

juveniles de A. ventricosus pueden filtrar 10 L h-1 gr-1 de peso seco (Sobrino-Figueroa y 

Cáceres-Martínez, 2014). 

Todos los grupos experimentales fueron alimentados con una ración microalgal diaria 

de 199,607,794 células organismo-1 día-1, equivalente al 10.8% del peso seco de los 

organismos y basada en una dieta base compuesta por una mezcla de las microalgas I. 

galbana – C. calcitrans en proporción celular 1:1. 
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Los organismos se mantuvieron en tratamiento durante 21 días y se realizaron 2 

muestreos, uno inicial al día 0 y uno final al día 21. Al inicio (día 0) y final (21) del 

experimento, se fijaron muestras en RNAlater para análisis de expresión diferencial de 

genes (RNA-Seq, RT-qPCR), y en ultracongelación (-80°) para llevar a cabo análisis 

enzimáticos y de reservas energéticas. Igualmente, se fijaron y preservaron muestras 

de tejidos en solución Davidson para su análisis histológico posterior. Se realizaron 

biometrías semanales para la determinación de supervivencia y registro de incrementos 

en longitud y peso de los organismos. 

 
 

6.5 Conteo de hemocitos 
 
 

El conteo de hemocitos se llevó a cabo siguiendo la metodología de Bianchi et al., 

(2015), a fin de detectar y evaluar el reconocimiento de los CBADs y el grado de 

activación del sistema inmune en diversos tejidos diana de juveniles de A. ventricosus. 

Para contar el número de hemocitos contenido en una determinada área de tejido (0.21 

mm2), se seleccionaron tres imágenes fotográficas a 100X por cada organismo. Las 

imágenes fueron obtenidas de cortes histológicos con tinción hematoxilina-eosina y se 

procesaron con el programa Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Bethesda, MD). 

 
 

6.6 Actividad Antioxidante 
 
 

La actividad antioxidante se determinó utilizando 0.1g de tejido previamente congelado 

y almacenado a -80°C. Las muestras fueron homogenizadas con un buffer de fosfatos 

50mM, pH 7.8 en proporción 1:5, utilizando micro-esferas de vidrio y equipo fastPrep (2 

ciclos, 4 m s-1, 30 s). Para obtener el extracto enzimático final, se recuperó el 

sobrenadante de las muestras centrifugadas a 12,000 g (Eppendorf 5810-R, Hamburg, 

Alemania), a temperatura de 4°C durante 10 min. 

El análisis de actividad superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) se llevó a cabo 

por triplicado para cada muestra y se midió con la finalidad de entender el efecto de 

CBADs en el sistema antioxidante de los juveniles de almeja Catarina. La actividad 
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SOD se determinó mediante el uso del kit SOD Sigma-Aldrich #19160, el cual mide el 

porcentaje de la sal de tetrazolio soluble en agua (WST-1) en la inhibición del complejo 

formazan. El contenido de proteínas contenido en el extracto fue cuantificado utilizando 

el reactivo Bradford (Sigma-Adrich #B6916) para expresar la actividad SOD como 

unidades mg proteína-1. La actividad CAT se determinó por el método de Clairborne 

(1985), en el cual la descomposición de H2O2 es determinada. Lo anterior, entendiendo 

que una unidad de actividad enzimática es definida como la cantidad de enzima 

requerida para degradar 1mmol de H2O2 en 1 min. 

 
 

6.7 Histología 
 
 

Los organismos desconchados y previamente fijados en solución Davidson durante 

48hrs, se deshidrataron en una serie de alcoholes en concentración ascendente (etanol 

al 70°, 80°, 95° y 100°), para posteriormente ser pasados a xileno, ser incluidos en 

parafina, cortados a un grosor de 4 µm, montados en laminillas de vidrio y teñidos con 

hematoxilina-eosina (HE), siguiendo la metodología de Kim et al., (2006). 

 
 

6.7.1 Índice de músculo liso, músculo estriado y glándula digestiva 
 
 

A partir de microfotografías de tejidos con tinción HE, se procesaron tres imágenes a 

20X de cada organismo, tomadas aleatoriamente de tres tejidos distintos (músculo liso, 

músculo estriado, glándula digestiva), con el programa Image Pro Plus 6.0 (Media 

Cybernetics, Bethesda, MD). La información fue utilizada para determinar la condición 

fisiológica general de los organismos utilizando el índice de músculo liso (IML), índice 

de músculo estriado (IME) e índice de glándula digestiva (IGD), como fue descrito por 

Mazón-Suástegui et al., (2009). El IGD fue calculado aplicando la siguiente formula: 
 
 

𝐼𝐺𝐷 % =
𝐶𝐴𝐴 

𝑇𝐶𝐴 
∗ 100……………………(1) 

 

(µm2) 1 

(µm2) 1 
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Donde CAA es el área de cobertura ocupada por los adenómeros del individuo y TCA 

es el área de cobertura total de la imagen. 

Los índices musculares (IML, IME) se determinaron de acuerdo con las siguientes 

formulas: 
 
 

𝐼𝑀𝐿 % =
𝐶𝐴𝐼𝑀 

𝑇𝐶𝐴 
∗ 100…………………(2) 

𝐼𝑀𝐸 % =
𝐶𝐴𝐼𝑀 

𝑇𝐶𝐴 
∗ 100………………….(3) 

 
 
 

Donde CAIM es el área de cobertura de los paquetes de las fibras musculares y TCA es 

el área de cobertura total de la imagen. 

 
 

6.8 Reservas energéticas 
 
 

La composición bioquímica de los tejidos para cada muestra se llevó a cabo por 

triplicado. Las muestras previamente congeladas y almacenadas -80°C se liofilizaron 

(VirtTis, BenchTop 3.5, NY, USA) durante 24 h. Posteriormente se re-hidrataron en 1 

mL de agua destilada y se homogenizaron para obtener los extractos crudos. Estos 

extractos se utilizaron directamente para evaluar el contenido de lípidos, carbohidratos  

y proteínas en las muestras correspondientes a los diferentes tratamientos y controles 

experimentales. 

 
 

6.8.1 Carbohidratos totales 
 
 

Para determinar la concentración de carbohidratos presente en los tejidos se utilizó un 

método basado en Roe et al. (1961), el cual se describe a continuación. Se tomó una 

(µm2) 1 

(µm2) 1 

(µm2) 1 

(µm2) 1 
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alícuota de 100 µL del homogenizado de la muestra, adicionando 100 µL de ácido 

tricloroacético para después centrifugar (Eppendorf 5810 R, NY-USA) a 1500 g durante 

10 minutos a 5°C. Enseguida se tomó una alícuota de 25 µL del sobrenadante para la 

determinación carbohidratos. Al sobrenadante se adicionaron 250 µL de antrona diluida 

en ácido sulfúrico al 96% calentando a 85°C durante 10 min. Posteriormente las 

muestras se pasaron a un baño de hielo para ser enfriadas y se recuperaron 200 µL en 

una microplaca para tomar una lectura a una absorbancia de 630 nanómetros. 

 
 

6.8.2 Proteínas totales 
 
 

Para el análisis de proteínas totales se utilizó el protocolo del ácido biciconínico (BCA) 

establecido por el laboratorio de Bioquímica Fisiológica del CIBNOR siguiendo el 

método de Smith et al. (1985). Se tomó una muestra de 10 µL del homogenizado y se le 

añadieron 500 µL de hidróxido de sodio para llevar a cabo la digestión de proteínas, 

dejando reposar durante dos horas. Enseguida, las muestras se sembraron en 

microplaca y se agregaron 200 µL del reactivo BCA, dejando incubar durante 15 

minutos a 60°C hasta lograr una tinción de color morado antes de proceder a su lectura 

en un espectrofotómetro (Thermo Scientific, Multiskan Spectrum, Finland) a 562 

nanómetros. Se utilizó un estándar de albumina de bovino, como control de referencia 

en una curva de calibración. 

 
 

6.8.3 Lípidos totales 
 
 

El contenido de lípidos totales se determinó con el método de sulfo-fosfo vainillina 

según Barnes y Blackstock (1973). Se tomaron 25 µL del homogenizado, se agregaron 

250µL de ácido sulfúrico concentrado y se dejó reposar por 10 minutos en baño maría a 

90°C. Enseguida se procedió a enfriar en baño de hielo, se sembraron 20µL de la 

alícuota en una microplaca y se adicionaron 200µL de vainillina. Las muestras se 

incubaron durante 40 minutos y se tomó la lectura a una absorbancia de 540 nm. 
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6.9 Crecimiento y supervivencia 
 
 

El crecimiento y supervivencia de las almejas durante el experimento fue evaluado 

semanalmente durante tres semanas (21 días). La supervivencia fue determinada 

mediante la identificación diaria de organismos vivos y muertos, removiendo en su caso 

estos últimos de las unidades experimentales para evitar problemas en la calidad de 

agua. El crecimiento en peso se registró mediante la toma de una muestra de cada 

unidad experimental, registrando el peso húmedo en vivo de cada organismo (carne y 

concha), con ayuda de una báscula digital (Scout Pro, OHAUS, Shanghai, China). De 

cada almeja pesada se tomaron imágenes digitales con el fin de medir posteriormente 

la altura de la concha de los organismos utilizando el programa Image Pro Plus 6.0 

(Media Cybernetics, Bethesda, MD) (Fig. 6). 
 
 
 

 
Figura 6. Altura de la concha en juveniles de almeja Catarina Argopecten ventricosus. 

 
 

6.10 Extracción de RNA y síntesis de cDNA 
 
 

Para el análisis transcriptómico utilizando tecnología RNA-Seq, se realizó un “pool” de 

~100 mg de cada tejido evaluado (manto y branquia), utilizando tres almejas por 

tratamiento (Fig. 7A) fijadas previamente en solución RNAlater (RNAlater Stabilization 

solution #AM7020, ThermoFisher, Scientific, MA, USA). 
 

En total se obtuvieron 2 “pools” para cada tratamiento (Fig. 7A) y cada “pool” se 

consideró como una réplica biológica. Manto y branquia se eligieron como tejidos 

blanco por estar ampliamente ligados a la respuesta inmune en moluscos bivalvos 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/AM7020
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(Bachère et al., 2015; Gerdol, 2017). Para el análisis de RT-qPCR se obtuvieron 3 

“pools” (~100 mg) por tejido (glándula digestiva, manto y branquia) para cada 

tratamiento (Fig. 7A). La glándula digestiva se integró en el análisis de RT-qPCR ya que 

este tejido también se encuentra relacionado con la respuesta inmune en moluscos 

bivalvos. 
 
 
 

 
 

Figura 7. A) Diagrama del muestreo y logística que muestra la estrategia para realizar 
replicas biológicas de juveniles de almeja Catarina Argopecten ventricosus tratados con 
compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs), para llevar a cabo el análisis del 
perfil transcriptómico utilizando tecnología RNA-Seq y el análisis de expresión relativa 
por RT-qPCR. Cada diagrama muestra la agrupación que se realizó para cada tejido 
(manto y branquia) por condición experimental; B) Estrategia para evaluar expresión 
diferencial de genes en el análisis transcriptómico utilizando tecnología RNA-Seq. En 
ambos tejidos (manto y branquia) cada tratamiento fue comparado contra el control C1. 
T1: V. parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. 
alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C 
+ Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C. 
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La extracción de RNA total de todas las muestras se llevó a cabo siguiendo la 

metodología de Morelos et al., (2015). La muestra previamente fijada en RNAlater® 

(~100mg) se enjuagó con agua destilada y se fijó en Tripure Isolation Reagent 

(ROCHE: 40% de fenol, 24% de guanidina y tiocinato, IN, USA). Una vez que las 

muestras se fijaron, se adicionaron micro esferas de vidrio estériles (100 mg de esferas 

de vidrio con diámetro de 300 µm y una esfera con diámetro de 1500 µm), y se llevó a 

cabo una ruptura de los tejidos para la liberación de RNA, con ayuda de un equipo 

FastPrep-24 (MP Biomedicals, LLC, Santa Ana, CA, USA) (2 ciclos de 25 min a 4 m s- 

1), seguido de un proceso de centrifugación (15,000 g, 10 min, 4°C) para recuperar el 

sobrenadante. La fase acuosa recuperada del sobrenadante se purificó con etanol- 

cloroformo seguido de una limpieza con cloruro de litio (Sambrook et al., 2006). La 

calidad e integridad del RNA se evaluó por medio de electroforesis en geles de agarosa 

al 1 % utilizando buffer TBE 1X y el contenido de RNA total se cuantificó con equipo de 

espectrofotometría NanoDrop 2000/2000c™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA). La contaminación potencial por DNA fue eliminada utilizando un protocolo de 

limpieza con DNAsa (Morelos et al., 2015), en el cual se aplica una unidad de DNAsa 

por cada mg de RNA. La no amplificación de DNA se corroboró mediante PCR, 

utilizando el gen 18S ribosomal e incluyendo un control positivo y uno negativo. La 

reacción para comprobar la no amplificación se llevó a cabo en 6 µL, los cuales 

incluyeron 1 µL de la extracción de RNA y 5 µL de mix (0.25 U/µL de DNA polimerasa 

GoTaq Flexi (Promega, Madison, WI, USA), 2.5 mM MgCl2, 1X Buffer GoTaq Flexi, 0.2 

mM dNTP’s Mix, 0.28 µM de primers). Los parámetros de amplificación incluyeron 4 min 

a 95°C, seguidos de 36 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 60°C y 30 s a 72°C, y al término 

de estos ciclos se agregó una curva de disociación (10 min a 72°C). El RNA libre de 

DNA fue nuevamente evaluado en integridad y concentración, de acuerdo al protocolo 

descrito anteriormente. Se corroboró la calidad y concentración del RNA de las 

respectivas extracciones seleccionadas para el análisis transcriptómico, y las muestras 

(32 “pools”, 2 por tratamiento por tejido), se enviaron para su secuenciación, al 

Laboratorio Nacional de Genómica para la Biodiversidad (LANGEBIO, Laboratorio de 

Servicios Genómicos, CINVESTAV, Campus Irapuato, GTO, MX). 
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La síntesis de cDNA se realizó en las muestras de RNA seleccionadas para la 

evaluación de expresión de genes por RT-qPCR, siguiendo la metodología de Morelos 

et al., 2015 utilizada para la cuantificación de la expresión relativa en el pectínido 

Nodipecten subnodosus. De acuerdo con esta técnica, se llevó a cabo una reacción con 

2µg de RNA, Buffer Improm Promega® (5X), MgCl Promega® (25µM), dNTP´s (10mM), 

RNAsin Promega® (40 u µL-1) y la enzima transcriptasa reversa Improm II Promega® 

(160 u µL-1) en una reacción final de 40 µL. Los parámetros para la síntesis de cDNA 

fueron: 5 min a 25°C, 60 min a 42°C, 15 min a 70°C y 10 min a 10°C. La síntesis de 

cDNA fue corroborada por PCR utilizando la amplificación del gen ribosomal 18S, 

utilizando las condiciones de PCR previamente mencionadas. 

 
 

6.11 Análisis transcriptómico (RNA-Seq) 
 

6.11.1 Secuenciación Illumina 
 

Los 32 “pools” de RNA obtenidos, se colocaron en una hielera sellada con hielo seco y 

bolsas de gel congeladas y se enviaron para su análisis al Laboratorio Nacional de 

Genómica para la Biodiversidad (LANGEBIO), en donde se evaluó la integridad del 

RNA total con el equipo BioAnalyzer 2100 (San Diego, CA, USA), para verificar la 

calidad de las muestras antes de realizar la secuenciación masiva. Los estándares de 

calidad considerados fueron: 4 μg de RNA total (a concentración de al menos 50 ng mL- 
1) y un RIN por arriba de 7. Una vez que se comprobaron dichos estándares, 

LANGEBIO procedió a secuenciar usando la plataforma Nextseq500 Sequencing 

System, illumina (San Diego, CA, USA). En total se prepararon y secuenciaron 32 

librerías en una corrida con formato 2X150 de alto rendimiento, mismo que involucra 

lecturas pareadas con un tamaño de 150 pb. Las lecturas crudas fueron reportadas en 

NCBI bajo el nombre de acceso PRJNA596225. 

 
 

6.11.2 Ensamble de novo y anotación del transcriptoma 
 

La calidad del total de lecturas (reads) obtenidas de la secuenciación de las 32 librerías 

de RNA-Seq fueron analizadas usando FastQC (http://www.bioinformati 

cs.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Posteriormente las lecturas crudas fueron filtradas 
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con el programa Trimmomatic (Bolger et al., 2014), el cual permite la remoción de 

adaptadores, lecturas de baja calidad (Q<25), lecturas ambiguas (“N”) y lecturas 

menores a 50 pb. Solo se retuvieron lecturas de alta calidad, lo cual se corroboró 

mediante un segundo análisis utilizando el programa FastQC. Con lo anterior se 

confirmó que solo lecturas de alta calidad fueron utilizadas para realizar el ensamble del 

transcriptoma de juveniles de almeja Catarina A. ventricosus tratados con CBADs. 

Debido a que a la fecha no existe un transcriptoma ni genoma de referencia publicado 

en las bases de datos para Argopecten ventricosus, fue necesario realizar un ensamble 

de novo utilizando la plataforma Trinity (Haas et al., 2013), en la cual se seleccionó la 

opción de lecturas no normalizadas. Trinity fue desarrollado por Broad Institute y la 

Hebrew University of Jerusalem; permite la reconstrucción de transcritos, reconoce 

eventos de “splicing” alternativo y se especializa en el análisis de muestras que no 

tienen genoma de referencia (Grabherr et al., 2011). En Trinity, básicamente se 

utilizaron 3 programas: 1) Inchworm: que genera un catálogo de k-meros que se 

sobrelapan, guarda los k-meros y sus secuencias, toma el k-mero más abundante y 

parte de el (semilla), extiende el extremo 3’ guiado por cobertura (abundancia), si hay 

un empate busca k-meros que provean la mayor cobertura acumulativa, se extiende el 

extremo 5’, genera un borrador de cotings, se repite el proceso partiendo de otra 

semilla, y para cuando ya no hay más k-meros en el catálogo; 2) Chrysalis: que toma 

contigs generados por inchworm que no tienen k-meros completos compatibles con sus 

extremos, explora k-meros para reagrupar contigs generados por inchworm, construye 

un grafo de Brujin para cada grupo, el grafo se ramifica en sitios de variación. El 

resultado es la creación de un grafo para cada gen; 3) Butterfly: que colapsa estructuras 

no ramificadas del grafo, embebe las lecturas originales dentro del grafo, rastreando el 

camino de cada lectura y verifica la congruencia de lecturas en pares, emitiendo 

transcritos ensamblados como resultado. El proceso de ensamble requirió una estación 

de trabajo con 10 cores y 512 GB RAM. Posterior a que el proceso del ensamble fuera 

completado, se realizó una evaluación de la calidad e integridad del transcriptoma 

obtenido utilizando herramientas de trinity. 

Las lecturas de alta calidad fueron mapeadas con los transcritos ensamblados 

utilizando el software RSEM, el cual a su vez utiliza Bowtie2 para llevar a cabo el 

alineamiento (Li y Dewey, 2011). Una vez mapeadas las lecturas, para cada transcrito 
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se obtuvo un valor de expresión y estos valores se normalizaron a transcritos por millón 

(TPM) con el fin de remover transcritos con una expresión baja (TPM < 0.01). Los 

transcritos retenidos se compararon contra la base de datos de proteínas y ácidos 

nucleicos no redundantes de NCBI utilizando BLAST con un valor de e < 1e-5. 

Transcritos con hit a virus, bacterias, hongos o grupos filogenéticamente lejanos fueron 

removidos del transcriptoma utilizando la herramienta SeqClean 

(https://sourceforge.net/projects/seqclean/). Como último paso para tener un 

transcriptoma de alta calidad, se eliminaron redundancias en el mismo, utilizando 

primeramente el programa CD-Hit (Limin et al., 2012) agrupando secuencias con un 

porcentaje de identidad igual o mayor a 97%, para posteriormente utilizar el programa 

iAssambler (Zheng et al., 2011). Como resultado se obtuvo un transcriptoma de trabajo, 

al cual se le evaluó su integridad y calidad utilizando las herramientas PRINSEQ 

(Schmieder y Edwards, 2011), TransRate (Smith-Unna et al., 2016) y BUSCO 

(Waterhouse et al., 2017) 

Con el fin de determinar la anotación funcional basada en homología de secuencias, las 

secuencias ensambladas fueron comparadas contra la bases de datos de nucleótidos 

no redundantes de NCBI, Swiss-Prot, RefSeq, y proteínas predecidas en genomas de 

Crassostrea gigas, Crassostrea virginica, Mytilus galloprovincialis y Mizuhopecten 

yessoensis, utilizando BLASTX (valor de E < 1e-5). La anotación funcional fue asignada 

de acuerdo a los hits obtenidos con BLAST. Finalmente, se designó una categorización 

funcional basada en una comparación contra bases de datos de “Gene Ontology” (GO), 

“InterPro” y “Kyoto Encyclopedia of Genes (KO) usando el software BLAST2GO (Götz  

et al., 2008, Conesa et al., 2005). Para visualizar las rutas metabólicas involucradas, se 

utilizó la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) y la 

anotación se realizó utilizando el servidor automático de anotación KAAS (Automatic 

Annotation Server) (https://www.genome.jp/kaas-bin/kaas_main). 

 
 

6.11.3 Expresión diferencial y análisis de enriquecimiento 
 
 

A partir de esta sección y para análisis posteriores, solo se consideraron 28 librerías 

correspondientes a los tratamientos (CBADs) y al tratamiento control C1, mismo que fue 

http://www.genome.jp/kaas-bin/kaas_main)
http://www.genome.jp/kaas-bin/kaas_main)
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elegido para ser comparado contra los tratamientos debido a que contenía una 

proporción de etanol 1:100 y además, fue sometido a sucusión, al igual que los 

tratamientos basados en CBADs. Lo anterior, asumiendo que de esta manera se 

obtendría como resultado el efecto asociado directamente al compuesto activo y no 

posibles efectos generados por el uso de etanol y/o por el proceso de dilución/sucusión 

(dinamización) de los tratamientos experimentales. 

El total de lecturas filtradas fueron alineadas al transcriptoma de trabajo utilizando el 

software RSEM a fin de obtener un alineamiento de alta calidad y una cuantificación de 

lecturas por transcrito. El conteo crudo de las lecturas alineadas a cada transcrito se 

normalizó a fragmentos por millón de kilobases (FPKM por sus siglas en inglés) de 

lecturas mapeadas (Mortazavi et al., 2008). Para determinar la dispersión entre réplicas 

biológicas de todos los tratamientos, se determinó el coeficiente de dispersión de 

Pearson entre todas las librerías experimentales. Solo se trabajaron librerías con una 

correlación de Pearson > 0.88 entre replicas biológicas. Una librería fue eliminada del 

análisis debido a que presentó contaminación con secuencias de plantas. 

Para continuar con el análisis de expresión diferencial, se consideraron los transcritos 

que presentaron un nivel de expresión mayor a 0.03 FPKM en ambas replicas 

biológicas ya que el paquete edgeR de bioconductor tiene problemas con el análisis de 

expresión diferencial cuando se incluyen genes con muy bajo nivel de expresión 

(Robinson et al., 2010). Para el análisis de expresión diferencial se utilizó el paquete 

edgeR; se estimó la variación entre muestras y se calculó la dispersión por medio de 

“tag wise”. Como método estadístico se utilizó el modelo lineal generalizado (GLM), 

comparando cada tratamiento con el control C1 (Fig. 7B), a fin de evaluar el efecto de 

cada uno de los CBADs. A fin de evitar resultados con falsos-positivos, solo se 

consideraron transcritos expresados diferencialmente cuando se obtuvo un FDR < 0.01 

y un Log2FoldChange (Log2FC) >= 1 ó <= -1. Los transcritos expresados 

diferencialmente se agruparon por tejidos como sobre- (inducidos) y sub- (reprimidos) 

regulados para cada tratamiento y se graficaron con ayuda de un diagrama de Venn, 

para observar transcritos expresados solo por efecto de cada tratamiento. Basados en 

el perfil de transcritos expresados diferencialmente para cada uno de los tejidos, se 

realizó una agrupación jerárquica de los tratamientos. 
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Para determinar los procesos biológicos que se modulan en respuesta a los 

tratamientos, se realizó un análisis de enriquecimiento funcional de los transcritos 

expresados diferencialmente usando BLAST2GO (Götz et al., 2008) y KOBAS (Xie et 

al., 2011) para categorías de GO (Gene Ontology) y KO (Kegg Orthology), 

respectivamente con un FDR<0.05. Se realizó un filtrado de categorías enriquecidas 

mediante la selección de los términos más específicos considerando el porcentaje de 

genes participantes en los procesos biológico o ruta metabólica enriquecida (al menos 5 

genes) y considerando un valor de FDR < 0.05 o valor de P < 0.001. Para cada tejido 

los transcritos se agruparon con base a sus patrones de expresión en respuesta a los 

tratamientos, mediante el uso del paquete gplots y hclust en el programa R 

(http://cran.r-project.org/web/packages/gplots/index.html). La metodología seguida para 

realizar todo el análisis bioinformático se puede observar en la Fig. 8. 
 

 

Figura 8. Diagrama de flujo que muestra la estrategia utilizada para realizar el análisis 
bioinformático del transcriptoma de juveniles de almeja Catarina Argopecten 
ventricosus, tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs). EDG: 
genes expresados diferencialmente. 

http://cran.r-project.org/web/packages/gplots/index.html)
http://cran.r-project.org/web/packages/gplots/index.html)
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6.11.4 Identificación de genes relacionados con la respuesta inmune 
 
 

Considerando las rutas metabólicas o procesos biológicos enriquecidos asociados a 

respuesta inmune se seleccionaron los transcritos expresados diferencialmente 

(Log2FC > 1 ó <-1, y FDR < 0.01) para cada uno de los tratamientos y tejidos 

evaluados. Con el fin de verificar la inclusión de todos los transcritos de respuesta 

inmune se realizó una tabla con todos los transcritos expresados diferencialmente y se 

les asigno su anotación respectiva y posteriormente se realizó una búsqueda de 

palabras clave, incluyendo la palabra inmune, el nombre de las rutas metabólicas y los 

procesos biológicos relacionados a respuesta inmune identificados en análisis previos, 

así como listas de genes de importancia en el sistema inmune de moluscos bivalvos 

reportados en bibliografía. Esto se realizó con el fin de incluir genes excluidos en el 

análisis de enriquecimiento. 

 

6.11.5 Validación de genes blanco por RT-qPCR 
 
 

Con el fin de validar la expresión diferencial de transcritos y la regulación de rutas 

metabólicas observadas en el análisis transcriptómico obtenido de los datos RNA-Seq, 

se evaluaron 14 genes objetivo (Log2FC > 1 ó <-1, y FDR < 0.01) y 4 genes 

constitutivos (Coeficiente de variación < 0.3, Log2FC entre -1.5 y +1.5, y FPKM > 0.3). 

Específicamente, se seleccionaron genes objetivo involucrados en receptores de 

reconocimiento de patrones (TLR2, TLR3, TLR6, STING), endocitosis (CAV1, SRC, 

VPS25, HEXA), citoprotección (HSP90, IAP, CAT) y respuesta inmune (TRAF3, FILA, 

CYT) (Tabla I). Debido a la presencia de fragmentación en algunas regiones del 

transcriptoma se tuvieron secuencias distintas con “match” al mismo gen, que al ser 

alineadas mostraron ser fragmentos y no isoformas, debido a su bajo grado de 

alineación, por lo que se optó por seleccionar el transcrito más grande para el diseño de 

primers. En la figura 9 se puede observar un ejemplo de uno de los alineamientos 

utilizando las secuencias con hit al gen de catalasa. 
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Figura 9. Alineamiento de los unigenes AV166387, AV219751 y AV269449 obtenidos 
del ensamble transcriptómico de novo con hit al gen catalasa. 

 
 

Todos los pares de primers para amplificar los genes seleccionados se diseñaron con la 

herramienta Primer3 (Untergasser et al., 2012) y se corroboró que se tuviera una 

proporción GC no mayor al 60%, una baja temperatura de fusión y ausencia o mínima 
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presencia de formación de estructuras secundarias, hetero dímeros o dímeros entre 

pares de primers, utilizando la herramienta OligoAnalyzer 

(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). La especificidad de los primers se 

comprobó mediante PCR, utilizando un pool que incluía todas las muestras de cDNA 

del diseño experimental, siguiendo la metodología mencionada anteriormente. La 

concentración de primers utilizada para cada gen se estandarizó para evitar la 

formación de dímeros y varió en proporción a la abundancia de transcritos. Los 

fragmentos amplificados para cada gen fueron purificados a partir de los productos 

amplificados por PCR; cuando se detectó la presencia de dímeros, los fragmentos de 

interés fueron extraídos mediante la remoción de la banda correspondiente en el gel de 

agarosa al 1%. Las bandas se purificaron con el kit Wizard® SV Gel and Clean-Up 

System (Promega, USA). Una vez purificados los fragmentos, se enviaron a secuenciar 

a Macrogen (Seoul, South Korea). Para corroborar la amplificación del producto 

deseado, las secuencias enviadas por Macrogen fueron alineadas con las secuencias 

obtenidas en el transcriptoma, utilizando la herramienta MultAlin 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) y se llevó a cabo una búsqueda con BLAST 

para corroborar la anotación del gen obtenida en el análisis transcriptómico. 

El análisis de RT-qPCR se llevó a cabo siguiendo la metodología de Morelos et al., 

2015. El primer paso antes de la cuantificación de la expresión relativa de cada gen, fue 

calcular el porcentaje de eficiencia para cada par de primers, el cual se obtuvo  

mediante la obtención de curvas de eficiencia utilizando 6 diluciones seriadas (1:5), 

formuladas a partir de un pool de cDNA, que incluía todas las muestras de todas las 

condiciones experimentales evaluadas en este estudio. Las reacciones de RT-qPCR se 

llevaron a cabo en un equipo CFX96 TouchTM Real-Time PCR detection system (Bio- 

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Las reacciones se llevaron a cabo en 15 µL, 

incluyendo 5 µL de cDNA (50 ng µL-1) y 10 µL de mix (0.45 u de ADN polimerasa 

GoTaq Flexi (Promega), 2.5 m M MgCl2, 1X Bufer GoTaq Flexi, 0.2 mM dNTP’s Mix 

(Promega), 2x colorante fluorescente Eva Green (Biotium, Inc. Fremont, CA, USA, and 

0.15 to 0.45 µM cada primer). Los parámetros de amplificación incluyeron 4 min a 95°C, 

seguido de 39 ciclos de 9 s a 95°C, 30 s a 60°C y 30 s a 72°C; para finalizar con una 

curva de fusión que permitió confirmar la amplificación de un solo producto, y que el 

producto amplificado fuera el mismo para todas las muestras. Con el fin de encontrar 

https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer)
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/)
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los genes más estables, para cada tejido, los Cts de los genes constitutivos fueron 

evaluados utilizando la herramienta RefFinder (http://www.leonxie.com/reference 

gene.php). La expresión relativa de los genes se obtuvo según la metodología seguida 

por Morelos et al., 2015, en la cual, por cada gen se determinó la eficiencia de 

amplificación determinada por la pendiente calculada de las diluciones seriadas del pool 

de cDNA. Los valores de eficiencia se obtuvieron de la pendiente, con la formula E = 

(10(-1/pendiente) - 1) propuesta por Bustin et al., (2009), para ser usados en la expresión 

relativa de cada gen objetivo y de referencia, mediante la fórmula RQ = (1+E(Cq promedio – 
Cq)), donde RQ es la cantidad relativa (Livak y Schmittgen, 2001). Por último, los valores 

relativos de expresión se obtuvieron mediante la fórmula RE = RQt/RQnf, donde t 

representa al gen objetivo y nf al factor de normalización, que es el promedio 

geométrico del gen de referencia (Vandesompele et al., 2002). La expresión relativa en 

el tejido de glándula digestiva se normalizó con la abundancia del gen ribosomal RNA 

18S; en manto, con la abundancia del gen de la subunidad alfa-like de la ATPasa 

transportadora de sodio/potasio, y en branquia, con la abundancia del gen de la 

subunidad catalítica de la proteína quinasa dependiente de cAMP. 

 
 

Tabla I. Lista de primers usados para validar las rutas metabólicas reguladas por efecto 
de los CBADs mediante RT-qPCR. pb: tamaño en pares de bases. 

 

Gen  Secuencia (5´─3´) Tm 
(°C) Pb 

 
18S 

 
Forward 

 
AACTTTGTGCYGATCGCACGG 

 
60 

 
216 

 Reverse CCTGGCACGGGGAGGTAGTGAC   

ATP1A1 Forward AGGAGCTGGAGATGGACGAGCACA 60 152 
 Reverse TGGTGTTGTAGGGGGAGGGGTCAA   

PRKACA Forward AAGCCGTAGACTGGTGGGCGTT 60 212 
 Reverse AGCGTTCTTCAGGTTGCCGTAGCG   

TRAF3 Forward AGCTTCACAAAGCCCGTGAGCGA 60 162 
 Reverse TGCTTGCCCCTGGAATGACCCA   

FILA Forward GGTTCACACAAAGTTCACGCCGCC 60 206 
 Reverse CCTCTCCTGGCTCTGTTACGGTGTA   

CAT Forward TTACGTTGGCGGCTGCGACACT 60 134 
 Reverse GTGGTCAGGACATCGGGTTTCGGT   

CAV1 Forward ACCTGGCACCGCCTATCTTCCTCA 60 220 
 Reverse TGCTGTGAGTTCCTTCGGGCTCA   

HEXA Forward AGATGTGCCCCTCCTACTGCTGACG 60 115 
 Reverse GGCCGTCCCGTCTACCTTGTCATT   

http://www.leonxie.com/reference%20gene.php
http://www.leonxie.com/reference%20gene.php
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TLR2 Forward CGCCCTTACGTGTTCAATTCCAGCA 60 177 

 Reverse ACGCTCCGTTTCCACGCTTCTCT   

TLR3 Forward AGGAAGCTGTTTGCTCCGCTGATGGA 60 165 
 Reverse AGCACTCTCGAACACTTTGGATTGCCA   

IAP Forward ACCGAAACACCCAGTATTCGCCCT 60 159 
 Reverse AGCCCGCCACCACAGAAGAAACA   

CYT Forward CGGGTTTGGGCTGGTTTCTCATGTTT 60 198 
 Reverse GGAACAGCAATTAGCATTGTCACCGCA   

HSP90 Forward GGAGCCTGGAACACACGCAAACA 60 144 
 Reverse CGTGAAGCATCGTCCTCGTCTCCT   

TLR6 Forward AGCGAATGTTTCCTTGTGTCCAGCG 60 141 
 Reverse TGAAACCACAGATCCAGCACGCCT   

VPS25 Forward TGGAGGACACCAGAGGAATGGGGGA 60 204 
 Reverse TCCGCCGTCGATGAGTTCAGCA   

SRC Forward AGCACGAGAGCCAGTACCTCAGCA 60 202 
 Reverse AGCAGTTAGACCTCCGCCTACCGT   

STING Forward ATACCCTGCCCCATTACGGACCCT 60 204 
 Reverse AGCTGTCGTTGGAGGTCGCCAT   

 
 

6.12 Análisis estadístico 
 
 

Los análisis estadísticos se realizaron por triplicado tomando en cuenta el promedio de 

cada réplica experimental (3 muestras biológicas por réplica), comprobando normalidad 

(Kolmogorov-Smirnoff) y homogeneidad de varianzas (Levene). Los datos de análisis 

bioquímicos, actividad enzimática e histología, se analizaron utilizando ANOVA de una 

vía y cuando se registraron diferencias significativas se aplicó una prueba post-hoc de 

Tukey a fin de jerarquizar los grupos de medias entre tratamientos (Bhujel, 2008). Para 

el caso de la expresión diferencial de genes por RT-qPCR, se llevó a cabo una 

transformación Log10 (Bhujel, 2008), un ANOVA de una vía, y una prueba de Fisher, 

para jerarquizar los grupos de medias entre tratamientos. Todas las bases de datos con 

valores porcentuales se transformaron con arcoseno para llevar a cabo los análisis 

estadísticos (Zar, 2010). El análisis estadístico se realizó con el software STATISTICA 

10 (StatSoft, E.U.A). El nivel de significancia de todas las pruebas se fijó a una P ≤ 0.05. 

Los datos muestran valores promedios ± intervalos de confianza al 95%. 
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7. RESULTADOS 
 

7.1 Conteo de hemocitos 
 

El conteo de hemocitos en glándula digestiva mostró un claro efecto asociado al uso de 

CBADs. El mayor conteo de hemocitos se registró en organismos tratados con T1 (44), 

T2 (41) y T3 (36), valores significativamente mayores (P < 0.00001) a los observados 

en los organismos de todos los controles experimentales (C1, C2 y C3) y al inicio del 

experimento (To) (Fig. 10). 
 
 

 

Figura 10. A) Conteo de hemocitos en glándula digestiva de juveniles de almeja 
Catarina Argopecten ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos 
(CBADs) durante 21 días. Barras muestran promedio con sus respectivos intervalos de 
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confianza al 95%. B) Microfotografías a 20X de glándula digestiva de juveniles de 
almeja A. ventricosus tratados con CBADs. D: glándula digestiva, L: lumen de los 
acinos, H: hemocitos. To: Inicio del experimento, T1: V. parahaemolyticus 1D + V. 
alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de 
sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C, T5: 
VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C, C2: Etanol 1:100, C3: Agua destilada. Las letras muestras 
diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA P<0.05). 

 
 

7.2 Bioquímica enzimática 
 

7.2.1 Superóxido dismutasa (SOD) 
 

En manto, la actividad SOD fue significativamente mayor (P = 0.0008) en los 

organismos del tratamiento T5 (21 U mg-1 proteína), con respecto a los demás grupos 

experimentales (16-19 U mg-1 proteína), a excepción del grupo control C2 (20 U mg-1 

proteína) (Fig. 11). 
 
 
 

 

Figura 11. Actividad superóxido dismutasa (SOD) en manto (A), branquia (B), glándula 
digestiva (C) y músculo (D) de juveniles de almeja Catarina Argopecten ventricosus 
tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos (CBSDs), durante 21 días. 
Barras muestran promedio con sus respectivos intervalos de confianza al 95%. To: 
Inicio del experimento, T1: V. parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. 
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parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido 
fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: 
Etanol 1C, C2: Etanol 1:100, C3: Agua destilada. Las letras muestras diferencias 
significativas entre tratamientos (ANOVA P<0.05). 

 
 

Durante la evaluación final, la mayor actividad enzimática SOD se registró en branquia 

(P = 0.0004), particularmente en el tratamiento T2 (37 U mg-1 proteína) con el cual se 

obtuvo la mayor actividad (P = 0.0007) en comparación a todos los grupos 

experimentales (26-32 U mg-1 proteína), a excepción de los organismos que recibieron 

el tratamiento T5 (35 U mg-1 proteína). En glándula digestiva, la mayor actividad SOD (P 

< 0.00001) se registró en todos los grupos tratados con CBADs (7 – 8 U mg-1 proteína) 

y la menor actividad se registró al inicio del experimento (To) (5 U mg-1 proteína) y en 

todos los grupos control (5 U mg-1 proteína). En músculo, la mayor actividad SOD (P = 

0.00008) se registró también en al inicio del experimento (To) (11 U mg-1 proteína) en 

comparación con el resto de los grupos experimentales (8-9 U mg-1 proteína), a 

excepción de las almejas del grupo control C2 (10 U mg-1 proteína) que se trataron con 

etanol diluido y dinamizado (Fig. 11). 

 
 

7.2.2 Catalasa (CAT) 
 
 

Al final del bioensayo, la mayor actividad CAT se registró en manto, comparado con los 

demás tejidos evaluados (P = 0.00006). Los valores máximos (P < 0.00001) se 

registraron en organismos tratados con T1 (58 nmol min-1 mL-1), T2 (51 nmol min-1 mL-1) 

y T3 (47 nmol min-1 mL-1) en comparación a los demás grupos experimentales (3 – 23 

nmol min-1 mL-1) (Fig. 12). En branquia, la actividad CAT presentó mayor actividad (P = 

0.0005) en organismos del grupo control C1 (21 nmol min-1 mL-1), que recibieron etanol 

dinamizado y C2 (20 nmol min-1 mL-1), que recibieron etanol diluido, comparado con los 

demás grupos experimentales (3-14 nmol min-1 mL-1). En glándula digestiva, la mayor 

actividad CAT (P < 0.00001) se registró en los organismos tratados con T3 (30 nmol 

min-1 mL-1) y T5 (21 nmol min-1 mL-1), en comparación a los demás grupos 

experimentales (4 – 15 nmol min-1 mL-1). La actividad CAT en músculo de organismos 

pertenecientes a los grupos experimentales T5 (20 nmol min-1 mL-1) y C1 (23 nmol min-1 
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mL-1), fue significativamente mayor (P < 0.00001) a todos los demás grupos evaluados 

(0.73 – 10 nmol min-1 mL-1) (Fig. 12). 
 
 
 
 

 
Figura 12. Actividad catalasa (CAT) en manto (A), branquia (B), glándula digestiva (C) y 
músculo (D), de juveniles de almeja Catarina Argopecten ventricosus tratados con 
compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) durante 21 días. Barras muestran 
promedio con sus respectivos intervalos de confianza al 95%. To: Inicio del 
experimento, T1: V. parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 
7C + V. alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea 
terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C, C2: Etanol 
1:100, C3: Agua destilada. Las letras muestras diferencias significativas entre tratamientos 
(ANOVA P<0.05). 

 
 

7.3 Análisis histológico 
 

7.3.1 Índice muscular y digestivo 
 

El índice de glándula digestiva (IGD), fue significativamente mayor (P < 0.0004) en 

todos los organismos al final del experimento (45-52%), en comparación a los valores 

determinados en To (38%). Entre controles y tratamientos no se observaron diferencias 

significativas (Fig. 13). 
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Figura 13. Índices histológicos IGD (A), IML (B) y IME (C) en juveniles de almeja 
Catarina Argopecten ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos 
(CBADs) durante 21 días. Barras muestran promedio con sus respectivos intervalos de 
confianza al 95%. To: Inicio del experimento, T1: V. parahaemolyticus 1D + V. 
alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de 
sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C, T5: 
VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C, C2: Etanol 1:100, C3: Agua destilada. Las letras muestras 
diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA P<0.05). 
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Al finalizar el experimento el índice de músculo liso (IML) de los organismos (67-73%) 

fue mayor (P = 0.005) que al inicio del experimento (62%), con excepción de los 

organismos tratados con T3 (64%), sin embargo no se observaron incrementos de este 

índice por efecto de los tratamientos en comparación con los controles. En el caso del 

índice de músculo estriado (IME), el mayor porcentaje (P < 0.00001) se observó en 

organismos tratados con T4 (77%) y T5 (76%), en comparación con los grupos control 

(C1, C2 y C3), los cuales registraron valores entre el 67 y 73% (Fig. 13). 

 

7.4 Análisis bioquímicos 
 

7.4.1 Carbohidratos totales 
 
 

El contenido de carbohidratos en manto fue mayor (P < 0.00001) en To (15 mg g-1) y en 

los organismos que recibieron el tratamiento T4 (14 mg g-1), comparado con el resto de 

los grupos experimentales (11 – 13 mg g-1) (Tabla II). En branquia, el mayor contenido 

de carbohidratos (P < 0.00001) se registró en organismos del tratamiento C1 (14 mg g- 
1), comparado con To y el resto de grupos experimentales (10 – 13 mg g-1). En 

comparación con los demás tejidos, el mayor contenido de carbohidratos se registró en 

glándula digestiva (P < 0.00001), y los valores más altos correspondieron a los 

organismos tratados con T3 (126 mg g-1) y T5 (126 mg g-1), comparado con los valores 

de To y el resto de los grupos experimentales (68 mg g-1 – 125 mg g-1). El contenido de 

carbohidratos en músculo fue significativamente mayor (P < 0.00001) en los organismos 

tratados con T4 (50 mg g-1), en comparación con valores del inicio del experimento (To), 

y del final del experimento para el resto de los tratamientos y controles experimentales 

(17 – 37 mg g-1) (Tabla II). 

 
 

7.4.2 Proteínas totales 
 
 

El mayor contenido de proteínas en manto (P < 0.00001) se reportó en To (486 mg g-1), 

y en aquellos tratados con T5 (506 mg g-1) y C2 (480 mg g-1), en comparación con el 

resto de los grupos experimentales (285 mg g-1 – 424 mg g-1) (Tabla II). En branquia, el 

mayor contenido de proteína (P < 0.00001) se registró To (390 mg g-1), comparando 
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con el resto de los grupos experimentales (235 mg g-1 – 296 mg g-1). En glándula 

digestiva el mayor contenido de proteínas (P < 0.00001) se observó en To (479 mg g-1), 

comparado al resto de los grupos experimentales (300 mg g-1 – 391 mg g-1) al final del 

bioensayo. En músculo, el contenido de proteínas fue mayor a los demás tejidos (P < 

0.00001), y al igual que en glándula digestiva y branquia, el mayor contenido de 

proteínas (P < 0.00001) se registró en To (561 mg g-1), comparado con el resto de los 

grupos experimentales al fin del mismo (400 mg g-1 – 492 mg g-1) (Tabla II). 

 
 

7.4.3 Lípidos totales 
 
 

En cuanto al contenido de lípidos en manto, en los organismos del grupo control C3 (27 

mg g-1) y T4 (26 mg g-1) se registraron los mayores valores (P < 0.00001), en 

comparación a los valores registrados en To (5 mg g-1), y en aquellos tratados con T1 

(20 mg g-1), T2 (19 mg g-1), T5 (15 mg g-1) y C1 (22 mg g-1) (Tabla II). El contenido de 

lípidos en branquia de los organismos tratados con T3 y C2 (30 mg g-1, 29 mg g-1), fue 

mayor (P < 0.00001) con respecto a To y a los demás grupos experimentales al final del 

experimento (2 – 23 mg g-1). En glándula digestiva se registró el mayor contenido de 

lípidos (P < 0.00001), en comparación a los demás tejidos evaluados. En este tejido, los 

organismos de los tratamientos T2 (85 mg g-1) y T4 (82 mg g-1) presentaron un mayor 

contenido de lípidos en comparación (P < 0.00001) con To y los demás grupos 

experimentales (11 – 75 mg g-1). Con respecto al contenido de lípidos en músculo, en 

los organismos tratados con T4 (22 mg g-1) se registraron los mayores valores (P < 

0.00001), en comparación con To y para todos los grupos experimentales (2 – 19 mg g- 
1) al finalizar el bioensayo (Tabla II). 
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Tabla II. Composición bioquímica de manto, branquia, glándula digestiva y músculo de 
juveniles de almeja Catarina Argopecten ventricosus tratados con compuestos 
bioactivos altamente diluidos (CBADs) durante 21 días. Promedio ± intervalo de 
confianza al 95%. To: Inicio del experimento, T1: V. parahaemolyticus 1D + V. 
alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de 
sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C, T5: 
VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C, C2: Etanol 1:100, C3: Agua destilada. Las letras muestras 
diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA P<0.05). 

 

 To T1 T2 T3 T4 T5 C1 C2 C3 
 

Carbohidratos (mg g-1) 
Manto 15±0.1a 13±0.5b 12±0.2bc 13±0.2b 14±0.3a 12±0.4b 13±0.7b 11±0.7c 12±0.3b 

Branquia 12±0.2cd 13±0.2b 11±0.2d 12±0.4c 10±0.4f 12±0.04cd 14±0.2a 11±0.03e 10±0.5e 

Glándula 68±0.7e 117±2.4d 118±3.6cd 126±1.6a 121±4.6bcd 126±1.1a 122±4abc 125±0.9ab 117±1.3d 

Músculo 17±2.9e 37±0.001b 31±0.14bc 36±1.5b 50±3.1a 23±0.5de 36±4.6b 36±8.7b 25±2.9cd 

Proteínas (mg g-1) 
Manto 486±5a 314±4.5d 403±0.9b 348±8.2c 285±4.3d 506±9.8a 424±20b 480±21a 409±38b 

Branquia 390±0.8a 281±3bc 296±29b 260±2.7de 249±9.2ef 243±4ef 276±2.9cd 240±4.4f 235±2.4f 

Glándula 479±10a 391±6b 368±44bc 320±4.1efg 300±4.3g 311±1.9fg 361±13cd 335±1.7def 347±7.5cde 

Músculo 561±3.5a 492±16b 448±12c 410±1ef 400±10.8f 421±14de 434±16cd 421±0.8de 452±5.6c 

Lípidos (mg g-1) 
Manto 5±0.03f 20±1.8cd 19±1d 22±1.3bc 26±2.7a 15±0.1e 22±0.7bc 24±1.3ab 27±1.7a 

Branquia 2±0.4f 23±0.02b 21±1.2d 30±1.4a 20±0.9de 23±0.5bc 19±1.5e 29±0.4a 21±0.9cd 

Glándula 11±0.2e 58±1.4d 85±5.3a 75±1.6b 82±1.5ab 51±0.2d 56±2.8cd 68±2.3c 55±9.5d 

Músculo 3±0.01f 19±1.3b 16±0.4c 18±1.1bc 22±1.6a 7±0.4e 18±0.8bc 13±0.1d 17±2.4c 

 

7.5 Supervivencia y crecimiento 
 
 

La supervivencia fue mayor (P = 0.011) en los organismos tratados con T3 (95%) y T5 

(94%), con respecto al grupo control C1 (88%) y C3 (85%). Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas con respecto al control C2 (93%). Con relación al 

crecimiento, en los organismos tratados con T1 (117 µm día-1) y T2 (108 µm día-1), se 

registró la mayor tasa de crecimiento. Los tratamientos T1 a T4 mostraron un 

incremento de la tasa de crecimiento (P < 0.00001) respecto a los grupos control C1 (14 

µm día-1), C2 (34 µm día-1) y C3 (20 µm) (Fig. 14). 
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Figura 14. Tasa de crecimiento (A) y supervivencia (B) de juveniles de almeja Catarina 
Argopecten ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos  
(CBADs) durante 21 días. Barras muestran promedio con sus respectivos intervalos de 
confianza al 95%. To: Inicio del experimento, T1: V. parahaemolyticus 1D + V. 
alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de 
sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C, T5: 
VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C, C2: Etanol 1:100, C3: Agua destilada. Las letras muestras 
diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA P<0.05). 

 
 

7.6 Análisis Transcriptómico 
 

7.6.1 Ensamblaje del transcriptoma y anotación funcional 
 
 

En total se generaron 423, 656, 502 lecturas (reads) crudas pareadas, con un promedio 

de 26 millones de lecturas crudas por librería incluyendo secuencias “forward” y 

“reverse” (R1 y R2) a excepción de la librería seis la cual presento más de 70 millones 

de lecturas (Tabla III). Seguido del proceso de filtración de lecturas crudas, se tuvo un 

total de 372,879,514 de lecturas de alta calidad con una longitud de 150 pb, las cuales 

se utilizaron para el ensamble transcriptómico “de novo”. 

Como resultado final del ensamble “de novo” del transcriptoma de la almeja Catarina A. 

ventricosus tratada con CBADs, se generaron 191,432 transcritos con una longitud 
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máxima de 36,697 pares de bases y una longitud mínima de 184 pares de bases. En 

promedio, los transcritos tuvieron una longitud de 863 pares de bases y una N50 de 

1,123 pares de bases (Fig. 15A). La distribución de tamaño de transcritos mostró una 

mayor abundancia de aquellos con una longitud de entre 100 y 600 pares de base, y 

una menor abundancia en transcritos entre los 2,000 y 2,200 pares de bases (Fig. 15B). 

La evaluación con la herramienta BUSCO para observar la integridad de los transcritos 

ensamblados, comparados con las bases de datos Metazoa odb9, mostró un 79.4% de 

transcritos completos y un 17% de transcritos fragmentados (Fig. 15D). 

 
 

Tabla III. Librerías producto de la secuenciación masiva por tecnología RNA-Seq. RB: 
Réplica biológica. 

 

No. 
Librería 

Tejido Tratamiento Replica Total de lecturas 
(R1+R2) 

1 Branquia T1 RB1 21,145,906 

2 Branquia T2 RB1 22,643,845 

3 Branquia T3 RB1 20,465,057 

4 Branquia T4 RB1 24,618,320 

5 Branquia T5 RB1 20,359,503 

6 Branquia C1 RB1 72,386,541 

7 Branquia C2 RB1 21,098,241 

8 Branquia C3 RB1 27,782,278 

9 Manto T1 RB1 20,408,586 

10 Manto T2 RB1 20,600,710 

11 Manto T3 RB1 20,967,118 

12 Manto T4 RB1 22,719,584 

13 Manto T5 RB1 22,892,789 

14 Manto C1 RB1 23,827,856 

15 Manto C2 RB1 20,379,157 

16 Manto C3 RB1 22,176,541 

17 Branquia T1 RB2 20,304,242 

18 Branquia T2 RB2 29,584,017 

19 Branquia T3 RB2 31,448,316 

20 Branquia T4 RB2 39,141,949 

21 Branquia T5 RB2 30,097,592 

22 Branquia C1 RB2 28,815,772 

23 Branquia C2 RB2 22,773,507 

24 Branquia C3 RB2 23,245,232 

25 Manto T1 RB2 27,958,082 

26 Manto T2 RB2 24,400,630 

27 Manto T3 RB2 24,565,059 
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28 Manto T4 RB2 30,114,871 

29 Manto T5 RB2 29,025,672 

30 Manto C1 RB2 21,448,316 

31 Manto C2 RB2 31,641,005 

32 Manto C3 RB2 38,577,530 

 
 

La anotación funcional del transcriptoma de juveniles de A. ventricosus tratados con 

CBADs permitió anotar el 32% (62,548 transcritos) del transcriptoma con al menos una 

de las bases de datos utilizadas. El mayor número de transcritos anotados (60,157 hits) 

se obtuvo utilizando la base de datos del pectínido Mizuphecten yesseniosis, un 

resultado esperado por ser una especie filogenéticamente cercana a nuestro organismo 

de estudio (Fig. 15A). El menor número de secuencias anotadas se observó cuando se 

utilizó la base de datos KEGG (17,487), la cual está más enfocada a organismos 

modelo y humanos (Fig. 15A). 
 
 
 

 

Figura 15. A) Resumen de la estadística de ensamble y anotación del transcriptoma de 
juveniles de almeja Catarina Argopecten ventricosus tratados con compuestos 
bioactivos altamente diluidos (CBADs) durante 21 días. B) Distribución de transcritos 
presentes en el transcriptoma en relación a su tamaño. C) Especies con las que se tuvo 
un mayor número de hits. D) Resultados de BUSCO. C: transcritos completos; CS: 
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transcritos completos con una sola copia; CD: transcritos completos con duplicado; F: 
transcritos fragmentados; M: transcritos faltantes. 

 
 

Las especies con las que se tuvo un mayor número de anotaciones utilizando la base 

de datos nr de NCBI, correspondieron al ostreido Crassostrea gigas (18,339 hits), el 

molusco bivalvo más estudiado a nivel molecular, seguido de Mizuhopecten yessoensis 

(12,104 hits), organismo altamente relacionado filogenéticamente con A. ventricosus  

por tratarse de un pectínido. Con la base de datos de A. ventricosus se obtuvo un 

numero bajo de hits (286), debido principalmente a la poca información que se ha 

generado referente a la especie, a nivel molecular (Fig. 15C). 
 
 
 

 
Figura 16. Principales 25 términos de gene ontology y rutas metabólicas anotadas en el 
transcriptoma de juveniles de almeja Catarina Argopecten ventricosus tratados con 
compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) durante 21 días. A) Histogramas 
que muestran los principales 25 procesos biológicos (barras azules), funciones 
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moleculares (barras amarillas) y componentes celulares (barras moradas) y B) rutas 
metabólicas (barras naranja). 

 
 

Como resultado de la categorización funcional del transcriptoma de juveniles de A. 

ventricosus en BLAST2GO, se obtuvieron 47,313 transcritos anotados, de los cuales 

29,116 transcritos se relacionaron a diversos procesos biológicos, entre los cuales 

destacaron procesos de biosíntesis (2,749), transducción de señal (2,711) y 

metabolismo de compuestos celulares nitrogenados (2,485). Un total de 30,274 

transcritos se asignaron a funciones moleculares, destacando las de unión de iones 

(6,662), actividad oxidoreductasa (2,233) y actividad de transporte transmembranal 

(2,076). Por último, 19,886 transcritos anotados estuvieron asociados a componentes 

celulares, de los cuales el mayor número se relacionó a complejos con contenido de 

proteínas (3,305), componentes citoplasmáticos (1,329) y componentes intracelulares 

(1,246) (Fig. 16A). 

Para el caso de la anotación generada con la base de datos de KEGG, se observó un 

total de 17,487 de transcritos anotados, los cuales estuvieron implicados principalmente 

en rutas metabólicas (746), biosíntesis de metabolitos secundarios (222), termogénesis 

(139) y endocitosis (128) (Fig. 16B). 
 

7.6.2 Análisis de expresión diferencial de transcritos 
 
 

Para llevar a cabo la expresión diferencial de transcritos, se realizó el mapeo de cada 

librería utilizando de referencia el transcriptoma ensamblado. En promedio, de cada 

librería se mapeó un 63 % de sus lecturas. Las librerías 13, 15 y 26 tuvieron un mayor 

porcentaje de mapeo (71%), mientras que la librería 6 fue eliminada del análisis porque 

tuvo el menor porcentaje de mapeo (43%) y presentó contaminación, ya que el archivo 

contenía lecturas correspondientes a plantas (Fig. 17). 

El conteo de las lecturas normalizado por FPKM, utilizado para correlacionar los datos 

de las distintas replicas experimentales mediante una correlación de Pearson, mostró 

una agrupación de tratamientos con sus respectivas réplicas. Todos los tratamientos y 

controles mostraron una correlación mayor a 0.96 con sus respectivas réplicas, a 

excepción de T2 (R=0.88) y C2 (R=0.85) (Fig. 18). 
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Figura 17. Porcentaje de lecturas alineadas y mapeadas con el transcriptoma de 
juveniles de almeja Catarina Argopecten ventricosus tratados con compuestos 
bioactivos altamente diluidos (CBADs) durante 21 días. 

 
 
 

 
Figura 18. Gráfica tipo heatmap en la que se contrastan todas las librerías según su 
coeficiente de correlación de Pearson. Las librerías son agrupadas entre ellas 
considerando el mayor coeficiente correlación. P: coeficiente de la correlación de 
Pearson. Color morado indica mayor correlación, color rosado pálido indica menor 
correlación. En la gráfica se muestran todas las réplicas experimentales (muestras 
biológicas por duplicado). Replica 1: “.1”; Replica 2: “.2”. 
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En la gráfica de figura 18 se puede apreciar claramente como hay una agrupación por 

tejido, por réplica y por tratamiento, lo cual indica una expresión diferenciada por tejido  

y por tratamiento, y valida la presencia de réplicas biológicas reales ya que la dispersión 

entre réplicas es baja teniendo en cuenta que hay autores que mencionan que un valor 

de R=<0.8 entre replicas biológicas es aceptable para continuar con los análisis de 

expresión diferencial (Wang et al., 2020). 

El análisis de expresión diferencial mostró que en tejido de manto hay una mayor 

respuesta transcripcional por efecto de los tratamientos con CBADs, en comparación 

con la respuesta del tejido de branquia. En manto, los organismos tratados con T1 

(3,933), T3 (3,648) y T4 (3,280) mostraron una mayor regulación de transcritos en 

comparación con los organismos tratados con T2 (1,912) y T5 (2,789). En branquia los 

organismos tratados con T2 (1,561) y T4 (1,744) mostraron una mayor regulación de 

transcritos, en comparación a los organismos tratados con T1 (1,125), T3 (1,409) y T5 

(1,154) (Tabla IV). 

Tabla IV. Número de transcritos expresados diferencialmente comparando todas las 
condiciones experimentales en tejido de mano y branquia de juveniles de almeja 
Catarina Argopecten ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos 
(CBADs) durante 21 días, considerando un FDR de 0.01. Sobre: transcritos sobre 
regulados diferencialmente, Sub: transcritos sub-regulados diferencialmente. T1: V. 
parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. 
alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C 
+ Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: Etanol C1. 

 

Tratamiento Sobre- Sub- Total 
Manto T1/C1 2,755 1,178 3,933 
Manto T2/C1 1,021 891 1,912 
Manto T3/C1 1,974 1,674 3,648 
Manto T4/C1 2,099 1,181 3,280 
Manto T5/C1 1,627 1,162 2,789 

Branquia T1/C1 365 760 1,125 
Branquia T2/C1 659 902 1,561 
Branquia T3/C1 641 768 1,409 
Branquia T4/C1 664 1,080 1,744 
Branquia T5C1 409 7,45 1,154 

 
 

Los diagramas de Venn, que permiten observar el número de transcritos regulados por 

efecto específico del tratamiento, mostraron un claro efecto por acción del tratamiento 
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aplicado, ya que la mayoría de los transcritos regulados diferencialmente no se 

compartieron entre tratamientos (Fig. 19). 

Los tratamientos que presentaron un mayor número de transcritos sobre-regulados en 

manto correspondieron a T1/C1 (1,841) y T3/C1 (938), mientras que el menor número 

de transcritos sobre-regulados se observó en T2/C1 (257) y T5/C1 (681). En cuanto al 

mayor número de transcritos sub-regulados en manto, destacaron los tratamientos 

T1/C1 (491) y T3/C1 (744), mientras que T2/C1 (275) y T4/C1 (347) registraron el 

menor número de transcritos sub-regulados (Fig. 19A). 
 
 
 
 

 
 

Figura 19. Diagramas de Venn utilizando transcritos sobre- y sub-regulados entre 
tratamientos y control C1 en tejido de (A) manto y (C) branquia de juveniles de almeja 
Catarina Argopecten ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos 
(CBADs) durante 21 días. Los dendrogramas muestran la agrupación entre tratamientos 
comparando los transcritos expresados diferencialmente en (B) manto y (D) branquia. 
T1: V. parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. 
alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C 
+ Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C. 
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En branquia, el mayor número de transcritos sobre-regulados se observó en los 

tratamientos T2/C1 (284) y T4/C1 (235) y el menor en T1/C1 (95) y T5/C1 (94). En 

cuanto al mayor número de transcritos sub-regulados en branquia, destacaron los 

tratamientos T2/C1 (309) y T4/C1 (483), mientras que el menor número de transcritos 

sub-regulados se observó en T3/C1 (225) y T5/C1 (245) (Fig. 19C). 

La agrupación de los tratamientos según el perfil de expresión diferencial en manto 

registró una agrupación entre los tratamientos T3/C1 y T2/C1, y T5/C1 y T4/C1, 

mientras que en T1/C1 se registró un perfil de expresión completamente distinto a los 

demás tratamientos (Fig. 19B). En branquia, la agrupación de los tratamientos según el 

perfil de expresión fue diferente a manto, ya que la agrupación entre tratamientos 

estuvo acorde a los compuestos bioactivos utilizados, donde T1/C1, T2/C1 (formulados 

a partir de lisados bacterianos 1D y 7C) y T5/C1 (VidatoX® 31C) se agruparon en un 

clúster distinto a los tratamientos T3/C1 (formulado a partir de meta silicato de sodio y 

ácido fosfórico 1D) y T4/C1 (formulado a partir de Silicea terra® 7C y Phosphoricum 

acidum® 7C) (Fig. 19D). 

 
 

7.6.3 Enriquecimiento de expresión diferencial de genes regulados por efecto de 
compuestos bioactivos altamente diluidos 

 
 

A partir del análisis de enriquecimiento y utilizando los términos GO de los transcritos 

regulados diferencialmente, se obtuvieron los procesos biológicos regulados por efecto 

de cada tratamiento evaluado. En tejido de manto, T1/C1 y T4/C1 mostraron una mayor 

sobre-regulación de procesos biológicos. Ambos tratamientos (T1/C1 y T4/C1) sobre- 

regularon procesos biológicos relacionados al catabolismo de proteínas en mitocondria, 

plegamiento de proteínas, motilidad celular, fosforilación de proteínas, integración de 

DNA, organización del cromosoma y organización del citoesqueleto (Fig. 20). 
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Figura 20. Enriquecimiento de procesos biológicos de las categorías de Gene Ontology 
(GO) basado en la expresión diferencial de genes regulados en manto y branquia de 
juveniles de almeja Catarina Argopecten ventricosus tratados con compuestos 
bioactivos altamente diluidos (CBADs) durante 21 días. Color café muestra el  
porcentaje de genes inducidos y color naranja muestra el porcentaje de genes 
reprimidos que participan en el proceso biológico. La cantidad de asteriscos muestra el 
nivel de significancia. T1: V. parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. 
parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido 
fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: 
Etanol 1C. 

 
 

Para el caso particular de T1/C1, se sobre-regularon procesos relacionados a respuesta 

inmune, proliferación de la población celular y regulación del proceso apoptótico. Para 

el caso de T4/C1, se observó la sobre-regulación de procesos relacionados a adhesión 
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celular, procesamiento de RNA, desarrollo del sistema circulatorio y puntos de revisión 

de daño al DNA (Fig. 20). 

Los tratamientos T1/C1 y T3/C1 presentaron el mayor número de procesos biológicos 

sub-regulados en manto, los cuales se encontraron relacionados a procesos 

metabólicos de moléculas pequeñas, transducción de señal, transporte transmembranal 

y cofactores de procesos metabólicos. En el caso particular de T3/C1, se observó una 

sub-regulación de genes relacionados a procesos del sistema inmune (Fig. 20). 

En branquia, la mayor cantidad de procesos biológicos sobre- y sub- regulados se 

observó en los tratamientos T1/C1 y T2/C1. En ambos tratamientos (T1/C1 y T2/C1) se 

sobre-regularon procesos metabólicos de compuestos celulares nitrogenados y se sub- 

regularon procesos del metabolismo de policétidos y biosíntesis de DNA dependiente 

de RNA. En el caso particular de T1/C1, se sobre-regularon procesos apoptóticos y se 

sub-reguló la transducción de señales y proceso de modificación de proteínas celulares, 

mientras que en T2/C1 se sobre-reguló el proceso de transporte transmembranal, 

procesos metabólicos de cofactores y procesos metabólicos de moléculas pequeñas, y 

se sub-reguló el proceso de ubiquitinación de proteínas y la ruta de señalización notch 

(Fig. 20). 

Por otra parte, el análisis de enriquecimiento de los términos KO de los transcritos 

regulados diferencialmente, mostró las rutas metabólicas reguladas por efecto de cada 

tratamiento evaluado (Fig. 21). 
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Figura 21. Enriquecimiento de rutas metabólicas (KO) basado en la expresión 
diferencial de genes regulados en manto y branquia de juveniles de almeja Catarina 
Argopecten ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos  
(CBADs) durante 21 días. Color café muestra el porcentaje de genes inducidos y color 
naranja muestra el porcentaje de genes reprimidos que participan en el proceso 
biológico. La cantidad de asteriscos muestra el nivel de significancia. T1: V. 
parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. 
alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C 
+ Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C. 

 
 

En manto, la mayoría de las rutas metabólicas sobre-y sub- reguladas se asociaron a la 

respuesta inmune (fosforilación oxidativa, infección causada por la cepa patógena 
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Escherichia coli, Infección por Vibrio cholerae, infección por Salmonella, miocarditis 

viral, uniones adherentes, invasión bacteriana en células epiteliales, metabolismo de 

triptófano, fagosoma y apoptosis), y fueron reguladas por la mayoría de los 

tratamientos. En manto, el tratamiento T1/C1 registró un mayor número de rutas 

metabólicas sobre- y sub- reguladas, de las cuales, algunas fueron sobre-reguladas 

solo por el efecto de este tratamiento (Ruta de señalización del glucagón, ruta de 

señalización de GnRH y mediador de inflamación regulado por los canales TRP). No 

hubo rutas sub-reguladas especificas del tratamiento T1/C1 (Fig. 21). 

En el caso de branquia, se registró un menor número de rutas metabólicas reguladas 

por efecto de los tratamientos evaluados. La ruta de oxidación fosforilativa, metabolismo 

de triptófano y uniones adherentes, se reguló por efecto de todos los tratamientos y la 

ruta de señalización NF-kappa B, ampliamente ligada con la respuesta inmune, se 

reguló por efecto de la mayoría de los tratamientos, con excepción de T1/C1. En 

branquia, el tratamiento T2/C1 registró el mayor número de rutas metabólicas sobre- y 

sub- reguladas, siendo el único tratamiento en el cual se sobre-regularon las rutas 

asociadas a la invasión bacteriana de células epiteliales, uniones adherentes y 

biosíntesis de folato. En cuanto a las rutas metabólicas sub-reguladas solo por efecto 

del tratamiento T2/C1, podemos mencionar las rutas metabólicas de absorción y 

digestión de vitaminas, metabolismo de glyoxilato, ruta de señalización Toll-like, 

replicación de ADN, metabolismo de aminoácidos y metabolismo de ácido alfa linoleico 

(Fig. 21). 

7.6.4 Agrupamiento y enriquecimiento funcional de los transcritos expresados 
diferencialmente por efecto de compuestos bioactivos altamente diluidos 

 
Con el fin de visualizar los transcritos con posible co-expresión en cada tejido y 

tratamiento, se llevó a cabo una agrupación jerárquica con base al log2Fols Change de 

los transcritos regulados diferencialmente (Fig. 22 y 23). Para cada grupo se realizó un 

análisis de enriquecimiento con términos GO y KO para asignar un proceso biológico o 

ruta metabólica, respectivamente. En manto se obtuvieron 20 grupos, de los cuales solo 

nueve presentaron un enriquecimiento con términos GO y/o KO. Producto de la 

selección de los primeros 3 procesos biológicos y rutas metabólicas con mayor 

porcentaje de genes involucrados, se registraron cinco grupos (C2, C9, C10, C12, C14) 
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enriquecidos con procesos biológicos relacionados a fosforilación oxidativa, y cuatro 

(C13, C15, C16, C20) a procesos relacionados a la respuesta inmune (Fig. 22). En el 

grupo C13 se registraron cinco transcritos relacionados a adhesión focal y cinco 

relacionados a endocitosis. La mayoría de los transcritos fueron sub-regulados en C13 

principalmente por efecto de T5/C1 (Fig. 24). Un total de cinco transcritos del grupo C15 

se relacionaron al proceso de apoptosis (Fig. 22). La mayoría de los transcritos en C15 

registraron una sobre-regulación, principalmente en T4/C1 (Fig. 24). El grupo 16  

registró 44 transcritos relacionados a procesos de infección causados por el patógeno 

Escherichia coli, 31 a organización de citoesqueleto y ocho a procesos relacionados  

con la respuesta inmune (Fig. 22). Todos los transcritos del grupo C16 fueron 

mayormente sobre-regulados principalmente por efecto de T1/C1 (Fig. 24). El grupo 

C20 se conformó de 65 transcritos relacionados a la transducción de señales y 18 a 

procesos de infección causados por el patógeno Escherichia coli (Fig. 22). En el grupo 

C20 la mayoría de los tratamientos presentaron transcritos sobre- y sub- regulados, 

registrando el mayor número de transcritos sobre-regulados en T5/C1 y el menor en 

T1/C1 y T3/C1 (Fig. 24). 

En la agrupación de los transcritos expresados diferencialmente en branquia se mostró 

la formación de un total de 17 grupos, de los cuales siete presentaron un 

enriquecimiento con términos GO y/o KO. Producto de la selección de los primeros 3 

procesos biológicos y rutas metabólicas con mayor porcentaje de genes involucrados, 

se registraron seis grupos (C6, C7, C8, C10, C12, C16; grupos C6, C7, C12 solo se 

asociaron a fosforilación oxidativa) enriquecidos con procesos biológicos relacionados a 

fosforilación oxidativa y tres (C5, C8, C16) a procesos relacionados a la respuesta 

inmune (Fig. 23). En el grupo C5, 11 transcritos se relacionaron a la respuesta celular 

generada por un estímulo (Fig. 23). El grupo C5 registró un mayor número de 

transcritos sub-regulados, principalmente por efecto de T1/C1 (Fig. 24). Respecto al 

grupo C8, se registraron 10 transcritos relacionados a la ruta de señalización NF-kappa, 

44 relacionados a transducción de señal y 17 a respuesta a estrés (Fig. 23). La mayoría 

de los transcritos del grupo C8 se sub-regularon, mayormente en T2/C1 (Fig. 24). Un 

total de 13 transcritos relacionados al grupo C16 se relacionaron al transporte 

transmembranal en el tejido de branquia (Fig. 23). La mayoría de los transcritos del 

grupo C16 se sobre regularon, principalmente en T4/C1 (Fig. 24). 
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Figura 22. Gráfica heatmap que muestra la agrupación jerárquica de la expresión 
diferencial de los transcritos en manto de juveniles de almeja Catarina Argopecten 
ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) durante 21 
días. La clave de colores ubicada en la parte superior muestra los valores de Log2FC de 
los genes expresados diferencialmente (FDR<0.01), mostrando en color cyan genes 
sobre regulados y en color rojo genes sub regulados. Clústers graficados en cajas de 
colores muestran agrupación de genes con posible co-expresión. Dendrograma muestra 
relación entre la expresión diferencial de genes entre tratamientos por medio de una 
agrupación jerárquica. A lado derecho de muestran los clústers con enriquecimiento 
funcional (Top 3 de GO o KO) con más de 5 genes participando en el proceso biológico 
o ruta metabólica (C=clúster). Barras negras indican el porcentaje de genes que 
participan en el proceso biológico o ruta metabólica correspondiente. Círculos de 
colores muestran el color del clúster correspondiente a la gráfica del heatmap. T1: V. 
parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. 
alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C 
+ Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C. 
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Figura 23. Gráfica heatmap que muestra la agrupación jerárquica de la expresión 
diferencial de los transcritos en branquia de juveniles de almeja Catarina Argopecten 
ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) durante 21 
días. La clave de colores ubicada en la parte superior muestra los valores de Log2FC de 
los genes expresados diferencialmente (FDR<0.01), mostrando en color cyan genes 
sobre regulados y en color rojo genes sub regulados. Clústers graficados en cajas de 
colores muestran agrupación de genes con posible co-expresión. Dendrograma muestra 
relación entre la expresión diferencial de genes entre tratamientos por medio de una 
agrupación jerárquica. A lado derecho se muestran los clústers con enriquecimiento 
funcional (Top 3 de GO o KO) con más de 5 genes participando en el proceso biológico 
o ruta metabólica (C=clúster). Barras negras indican el porcentaje de genes que 
participan en el proceso biológico o ruta metabólica correspondiente. Círculos de 
colores muestran el color del clúster correspondiente a la gráfica del heatmap. T1: V. 
parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. 
alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C 
+ Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C. 
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Figura 24. Patrones de expresión de clústers en manto y branquia con enriquecimiento 
funcional utilizando la base de datos Gene Ontology (GO) y Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes (KO). Transcritos regulados por efecto de compuestos bioactivos 
altamente diluidos e involucrados en procesos biológicos o rutas metabólicas 
enriquecidas se graficaron en líneas de color gris. Línea color rojo expresa el 
comportamiento promedio de los datos. 
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7.6.5 Transcritos expresados diferencialmente asociados a la respuesta inmune. 
 
 

Debido a que los CBADs han demostrado mejorar la habilidad de los organismos 

marinos para sobre llevar procesos de infección (Mazón-Suástegui et al., 2017), 

probablemente mediante la modulación del sistema inmune (Ortíz-Cornejo et al., 2017), 

los transcritos regulados significativamente en el análisis transcriptómico y asociados al 

sistema inmune de A. ventricosus fueron identificados y analizados. 

Basados en la anotación funcional y la categorización funcional de GO y KO, se 

identificaron un total de 193 transcritos relacionados a receptores del reconocimiento de 

lo no-propio, procesos de internalización y mecanismos asociados a la respuesta 

inmune. El análisis transcriptómico mostró que el mayor número de transcritos 

regulados de interés se registraron en manto (180) comparado a branquia (32) (Fig. 25). 

Las rutas metabólicas con mayor número de transcritos regulados por efecto de los 

CBADs están relacionadas con el fagosoma, endocitosis, endocitosis y ruta de 

señalización NF-kappa B. Cabe señalar que se detectaron transcritos relacionados a 

receptores del reconocimiento de moléculas de lo no-propio (Fig. 25). 

En manto, el mayor número de transcritos regulados y relacionados a la respuesta 

inmune se registraron en organismos del tratamiento T1/C1 (sobre: 58, sub: 11) y T4/C1 

(sobre: 56, sub: 13) y el menor en T5/C1 (sobre: 17, sub: 16). Los análisis funcionales 

mostraron que las rutas metabólicas con un mayor número de transcritos sobre- 

regulados en T1/C1, en tejido de manto, se asociaron a la ruta de señalización NF- 

kappa B (10), fagosoma (9) y endocitosis (10). 
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Figura 25. Heatmap que muestra la expresión diferencial de transcritos asociados a la 
respuesta inmune en branquia y manto de juveniles de almeja Catarina Argopecten 
ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs). Los genes 
expresados diferencialmente se agruparon por categorías de rutas metabólicas en las 
cuales participan. En color cyan se observan genes sobre regulados y en color rojo 
genes sub regulados. T1: V. parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. 
parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido 
fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: 
Etanol 1C. 

 
 

Cabe destacar que en T1/C1 también se sobre-regularon transcritos asociados al 

lisosoma (4), receptores de la familia toll-like (2) y proteínas de choque térmico (2), pero 
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en menor proporción. La mayoría de las rutas metabólicas sub-reguladas en manto de 

organismos de T1/C1 se relacionaron al fagosoma (6), ruta que también mostró 

transcritos sobre-regulados. Por su parte, en T4/C1 se observó la mayor sobre- 

regulación de transcritos asociados a endocitosis (8), adhesión focal (7) y fagosoma (7). 

El mayor número de transcritos sub-regulados en T4/C1 se asoció al sistema de 

señalización MAPK (4). En el manto de organismos tratados con T5/C1, la mayor 

cantidad de transcritos sobre-regulados se asoció a linajes celulares hematopoyéticos 

(2) y melanogénesis (3), mientras que el mayor número de transcritos sub-regulados se 

asoció a adhesión focal (3) y endocitosis (5) (Fig. 25, Anexo 1). 

En branquia, la mayoría de los transcritos fueron sub-regulados por efecto de los 

CBADs; el tratamiento con el mayor número de transcritos sub-regulados fue T2/C1 

(15) y el menor T5/C1 (3). Las rutas metabólicas con mayor número de transcritos sub- 

regulados en T2/C1 correspondieron a la ruta de señalización NF-kappa B (4) y 

endocitosis (2). El tejido de branquia de los organismos tratados con T2/C1 sobre- 

regularon solo un transcrito y estuvo asociado a endocitosis. Por último, las rutas 

metabólicas con mayor número de trascritos sobre-regulados en branquia de 

organismos tratados con T5/C1, correspondió a la señalización del receptor NOD-like 

(1) (Fig. 25, Anexo 1). 
 
 
 

7.7 Validación por RT-qPCR 
 

7.7.1 Validación de los datos obtenidos por RNA-Seq mediante su correlación con 
los datos obtenidos en el análisis RT-qPCR 

 
Mediante análisis de RT-qPCR se evaluaron diez genes relacionados a la respuesta 

inmune, expresados diferencialmente por efecto de los cinco tratamientos formulados 

con CBADs. Todos los contrastes se llevaron a cabo utilizando el control C1 (Etanol 1C) 

como referencia. La expresión relativa en manto fue normalizada con la abundancia del 

gen de la subunidad alfa-like de la ATPasa transportadora de sodio/potasio y en 

branquia con el gen de la subunidad catalítica de la proteína quinasa dependiente de 

cAMP. Los análisis de RT-qPCR validaron los resultados observados en el análisis 

transcriptómico ya que se encontraron los mismos patrones de expresión. Los genes 
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IAP (P = 0.001), HSP90 (P < 0.00001) y STING (P = 0.002) se sobre-regularon en el 

manto de organismos tratados con T1. En T2 el gen HSP90 fue sobre-regulado en (P < 

0.00001) tejido de manto y el gen FILA sub-regulado (P = 0.003). El gen TRAF3 (P = 

0.007) se sobre-reguló en el manto de organismos tratados con T3. Los genes STING 

(P = 0.002), TRAF3 (P = 0.007) y SRC (P < 0.00001) se sobre-regularon en el manto de 

organismos tratados con T4, y en T5 se registró la sobre-regulación del gen HEXA (P < 

0.00001) (Fig. 26A). En branquia, T1 sobre-reguló el gen TLR2 (P = 0.03); T2 promovió 

la sobre-regulación del gen TRAF3 (P < 0.00001) y T4 sobre-reguló la expresión de 

TLR3 (P = 0.01) (Fig. 26A). Por último, la correlación entre la expresión de genes en 

manto y branquia, utilizando el valor de Log2FC de los datos entre el análisis RNA-Seq 

y RT-qPCR, mostró una correlación del 0.8 para el tejido de branquia y 0.94 para el 

tejido de branquia (Fig. 26B). 
 
 
 

 

Figura 26. A) Validación del transcriptoma utilizando RT-qPCR seleccionando genes 
expresados diferencialmente en el análisis transcriptómico de juveniles almeja Catarina 
Argopecten ventricosus tratados compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) 
durante 21 días. B) Regresión lineal entre genes expresados diferencialmente utilizando 
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el valor de Log2FC obtenido en el análisis transcriptómico (RNA-Seq) y RT-qPCR en 
manto y branquia. T1: V. parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. 
parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido 
fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: 
Etanol 1C. Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas entre control y 
tratamiento de cada gen (Prueba t de student independiente P<0.05). 

 
 

7.7.2 Validación de rutas metabólicas y procesos biológicos regulados por efecto 
de compuestos bioactivos altamente diluidos utilizando RT-qPCR. 

 
 

Para la validación por RT-qPCR de procesos regulados por efecto de CBADs obtenidos 

del análisis transcriptómico (reconocimiento de lo no-propio, internalización de 

moléculas y respuesta inmune), se seleccionaron 14 genes involucrados en 6 rutas 

metabólicas de interés: presentación y procesamiento de antígenos (HSP90), ruta de 

señalización NF-kappa B (TRAF3, IAP), ruta de señalización del receptor toll-like (TLR2, 

TLR3, TLR6), respuesta inmune (STING, CAT, FILA), endocitosis (CAV1, VPS25, SRC) 

y lisosoma (HEXA) (Fig. 27). Adicionalmente se tomó el gen CYT, debido a que la ruta 

metabólica de fosforilación oxidativa estuvo regulada por efecto de todos los 

tratamientos. 

Principalmente en branquia, los genes evaluados por RT-qPCR tuvieron una regulación 

por efecto del etanol dinamizado 1C (control C1) y del etanol diluido 1:100 (control C2). 

Debido a lo anterior, se consideró un cambio en la sobre- o sub- regulación de los 

genes evaluados solo cuando los tratamientos T1, T2, T4 y T5 (CBAD + etanol 

dinamizado 1C), presentaron diferencias estadísticas respecto a los tres controles (C1, 

C2 y C3). Como el tratamiento T3 fue formulado sin alcohol, este tratamiento se 

comparó solo con el control C3 (sin CBAD y sin Etanol). 
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Figura 27. Rutas metabólicas asociadas a respuesta inmune reguladas por efecto de 
los compuestos bioactivos altamente diluidos en juveniles de almeja Catarina 
Argopecten ventricosus, y seleccionadas para su validación por RT-qPCR. En color 
cyan se observan los transcritos sobre-regulados y en rojo los transcritos sub- 
regulados. Asterisco (*) muestra genes seleccionados para la validación de la ruta 
metabólica. Los genes expresados diferencialmente se agruparon por categorías de 
rutas metabólicas en las cuales participan. T1: V. parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 
1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + 
Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 
31C, C1: Etanol 1C. 
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7.7.2.1. Genes asociados al sistema de reconocimiento de lo no-propio evaluados 
por RT-qPCR. 

 

En total, cuatro receptores (STING, TLR2, TLR6 y TLR3) asociados a mecanismos del 

reconocimiento de lo no-propio fueron regulados por efecto de los CBADs. STING – un 

gen que codifica para un receptor intracelular capaz de detectar vita- PAMPs –, fue el 

receptor mayormente regulado por efecto de los CBADs y se detectó en todos los 

tejidos evaluados. En glándula digestiva, todos los tratamientos sobre-regularon STING, 

ya que no fue detectado en los controles. En manto, fue sobre-regulado (P < 0.00001) 

por efecto de los tratamientos T1 y T4 en comparación a todos los controles, y en 

branquia, se sobre-reguló (P < 0.00001) por efecto de T1 y T4 en comparación a todos 

los tratamientos y T3 en comparación a C3 (Fig. 28). 

Los otros tres receptores regulados por efecto de los CBADs pertenecen a la familia toll-

like, todos ellos asociados a la activación de la respuesta inmune y a la detección de 

PAMPs y DAMPs. Particularmente, TLR2 y TLR6 son receptores extracelulares 

mientras TLR3 es un receptor intracelular. TLR2 fue solo detectado en tejido de manto y 

branquia. En manto, fue sobre-regulado (P < 0.00001) por efecto de T2 en comparación 

a los demás controles, mientras que en branquia, fue sobre-regulado (P < 0.00001) por 

T3 comparado con C3 (Fig. 28). 

La regulación de TLR6 se detectó en todos los tejidos, pero solo se registraron 

diferencias significativas entre tratamientos y controles en tejido de manto y branquia. 

En manto, TLR6 fue sobre-regulado (P < 0.00001) en organismos tratados con T2, T4 y 

T5 comparado contra todos los controles, y en branquia, fue sub-regulado (P = 0.001) 

en los organismos tratados con T3 en comparación a los organismos tratados con C3. 

La expresión de TLR3 se observó en todos los tejidos; sin embargo, en glándula 

digestiva TLR3 no fue regulado por efecto de los tratamientos en comparación a los 

controles. En manto fue sobre-regulado (P < 0.00001) por T2 en comparación a todos 

los controles y en branquia, fue sobre-regulado (P < 0.00001) por el tratamiento T3 

comparado con C3 (Fig. 28). 
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Figura 28. Expresión relativa de los genes TLR6, TLR2, TLR3 y STING en tejido de 
glándula digestiva, manto y branquia de juveniles de almeja Catarina Argopecten 
ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) durante 21 
días. Barras muestran promedio e intervalos de confianza al 95%. Letras diferentes 
muestran diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamiento. T1: V. parahaemolyticus 
1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: 
Metasilicato de sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum 
acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C, C2: Etanol 1:100, C3: Agua destilada. 
Las letras muestras diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA P<0.05). 

 
 

7.7.2.2 Genes relacionados al proceso de internalización evaluados por RT-qPCR. 
 

Un total de cuatro genes fueron evaluados (CAV1, SRC, VPS25 and HEXA) para 

validar diferentes etapas en el mecanismo de internalización celular de los CBADs. 

CAV1 (proceso de endocitosis via caveola) y SRC (proceso de endocitosis mediante el 

reacomodo del citoesqueleto de actina), se relacionaron a las primeras etapas de 

internalización, mientras que VPS25 (componente en la membrana endosomal) y HEXA 
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(enzima hidrolasa que puede ser encontrada en lisosomas), se relacionaron a etapas 

tardías del proceso de internalización celular. CAV1 solo fue detectado en branquia y 

fue sobre-regulado (P < 0.00001) por los tratamientos T1, T3 y T4 en comparación a 

todos los controles, mientras SRC fue detectado en todos los tejidos, pero solo en 

manto y branquia se observaron diferencias estadísticas significativas entre 

tratamientos y controles (Fig. 29). 
 
 

 
Figura 29. Expresión relativa de los genes CAV1, SRC, VPS25 y HEXA en tejido de 
glándula digestiva, manto y branquia de juveniles de almeja Catarina Argopecten 
ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos (CBADs) durante 21 
días. Barras muestran promedio e intervalos de confianza al 95%. Letras diferentes 
muestran diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamiento. T1: V. parahaemolyticus 
1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: 
Metasilicato de sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum 
acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C, C2: Etanol 1:100, C3: Agua destilada. 
Las letras muestras diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA P<0.05). 
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En manto, todos los tratamientos con excepción de T3, sobre-regularon (P < 0.00001) el 

gen SRC en comparación a todos los controles, y en branquia, fue sobre-regulado (P < 

0.00001) por T3 en comparación a C3. La detección de VPS25 se registró en todos los 

tejidos. En glándula digestiva se sobre-reguló (P = 0.00006) en los organismos tratados 

con T1 y T2 en comparación a todos los controles y T3, en comparación a C3. En 

manto, se sobre-reguló (P < 0.00001) por efecto de T1 en comparación a todos los 

controles, y en branquia, fue sobre-regulado (P < 0.00001) en organismos tratados con 

T1 y T2, comparados con todos los controles y con T3 comparado con C3. El gen  

HEXA solo fue detectado en tejido de manto y branquia. En manto, se sobre-reguló (P < 

0.00001) en los organismos tratados con T2 y T5 comparado con todos los controles, 

mientras que en branquia, se sub-reguló (P < 0.00001) por T3 en comparación a C3 

(Fig. 29). 

 
 

7.7.2.3 Genes relacionados a la respuesta inmune evaluados por RT-qPCR 
 
 

Se evaluaron 6 genes (TRAF3, FILA, CAT, IAP, CYT y HSP90) expresados 

diferencialmente por efecto de los CBADs en el análisis transcriptómico y relacionados 

a la respuesta inmune. El gen TRAF3, -un mediador de la transducción de señales 

relacionado a la activación de la actividad antibacterial y antiviral-, fue sub-regulado (P = 

0.004) en la glándula digestiva de organismos tratados con T3 en comparación al 

control C3. En manto, se sobre-reguló (P < 0.00001) en organismos tratados con T1 en 

comparación a todos los controles, mientras que en branquia no se observaron 

diferencias significativas entre tratamientos y controles (Fig. 30). 
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Figura 30. Expresión relativa de los genes TRAF3, FILA, CAT, IAP, CYT y HSP90 en 
tejido de glándula digestiva, manto y branquia de juveniles de almeja Catarina 
Argopecten ventricosus tratados con compuestos bioactivos altamente diluidos  
(CBADs) durante 21 días. Barras muestran promedio e intervalos de confianza al 95%. 
Letras diferentes muestran diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamiento. T1: V. 
parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, T2: V. parahaemolyticus 7C + V. 
alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C 
+ Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: Etanol 1C, C2: Etanol 1:100, C3: 
Agua destilada. Las letras muestras diferencias significativas entre tratamientos 
(ANOVA P<0.05). 
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FILA, -un gen relacionado al movimiento celular mediado por la red del citoesqueleto y  

a la adhesión focal-, solo fue detectado en tejido de manto y branquia. En manto, no se 

observaron diferencias significativas entre tratamientos y controles y en branquia se 

sobre-regulado (P < 0.00001) en organismos tratados con T3, en comparación con los 

del grupo control C3 (Fig. 30). 

El tejido de glándula digestiva y manto de organismos tratados con CBADs no 

registraron diferencias en la regulación de CAT, -un gen que participa en el sistema 

antioxidante-, en comparación a los controles, mientras que en branquia se sobre- 

reguló (P < 0.00001) por T3, en comparación de C3 (Fig. 30). 

El gen IAP, -relacionado a mecanismos antiapoptóticos-, se detectó en todos los tejidos. 

En glándula digestiva, se sobre-reguló (P = 0.02) por efecto de los tratamientos T1 y T4 

en comparación a todos los controles, y de T3 en comparación a C3. En manto, fue 

sobre-regulado (P < 0.00001) en organismos tratados con T1, T2 y T4 en comparación 

a todos los controles, mientras que en branquia se sobre-reguló (P < 0.00001) por 

efecto de T3 en comparación a los organismos tratados con C3 (Fig. 30). 

Al igual que IAP, CYT, -un gen relacionado al transporte de iones e implicado en la 

fosforilación oxidativa-, se registró en todos los tratamientos; sin embargo, en glándula 

digestiva no se observaron diferencias significativas entre tratamientos y controles. En 

manto, fue sobre-regulado (P < 0.00001) en organismos tratados con T3 en 

comparación a aquellos tratados con C3, y sub-regulado en organismos tratados con T1 

y T5 en comparación a todos los controles, mientras que en branquia, fue sobre- 

regulado (P < 0.00001) en organismos tratados con T1 y T5 en comparación con todos 

los controles y en T3 en comparación con C3 (Fig. 30). 

Por último, la regulación de HSP90, -un gen relacionado a la respuesta a estrés que 

codifica para un proteína chaperona-, solo registró diferencias significativas entre 

tratamientos y controles en los tejidos de manto y branquia. En manto, se sobre-reguló 

(P < 0.00001) en organismos tratados con T1, T2 y T4 en comparación a todos los 

controles, mientras que en branquia, se sobre-reguló (P < 0.00001) por efecto del 

tratamiento T4 en comparación a todas las condiciones experimentales y por T3 en 

comparación a C3 (Fig. 30). 
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Todos los resultados de expresión diferencial de genes se graficaron en un solo 

diagrama para facilitar su visualización y evidenciar su participación en los diversos 

mecanismos y procesos analizados (Fig. 31). 
 

 
Figura 31. Rutas metabólicas hipotéticas reguladas en juveniles de almeja Catarina 
Argopecten ventricosus por efecto de compuestos bioactivos altamente diluidos 
(CBADs), validadas por RT-qPCR. T1: V. parahaemolyticus 1D + V. alginolyticus 1D, 
T2: V. parahaemolyticus 7C + V. alginolyticus 7C, T3: Metasilicato de sodio 1D + Ácido 
fosfórico 1D, T4: Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C, T5: VidatoX® 31C, C1: 
Etanol 1C, C2: Etanol 1:100, C3: Agua destilada. Cuadros rojos: genes sub-regulados; 
Cuadros cyan: genes sobre-regulados; D: glándula digestiva; M: manto; B: Branquia. 
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8. DISCUSIÓN 
 

Como resultado de la presente investigación doctoral, se reporta por primera vez el 

transcriptoma de juveniles de almeja Catarina A. ventricosus (López-Carvallo et al. 

2020), mismo que presenta niveles de fragmentación aceptables por tratarse de un 

ensamble “de novo” (Freedman et al., 2019). Sus estadísticas concuerdan con 

ensambles transcriptómicos de alta calidad desarrollados en otras especies modelo de 

moluscos bivalvos (Moreira et al., 2018; Dong et al., 2017; Ren et al., 2017; Ventoso et 

al., 2019; Ertl et al., 2016; Zhao et al., 2017). La obtención y análisis del transcriptoma 

nos permitió sustentar el hecho de que los juveniles de A. ventricosus tratados 

profilácticamente con CBADs son capaces de captar y reconocer los compuestos 

altamente diluidos, y de regular rutas metabólicas asociadas a la respuesta inmune. 

Este efecto se observó a nivel fisiológico (celular y humoral) y molecular, lo que 

corrobora la hipótesis de que los CBADs permiten incrementar la supervivencia de 

organismos marinos (Ortíz-Cornejo et al., 2017; Mazón-Suástegui et al., 2017; Mazón- 

Suástegui et al., 2018a, 2018b) debido a que estos compuestos actúan sobre 

mecanismos asociados al sistema de defensa. Por primera vez se sugiere que los 

CBADs permiten activar rutas metabólicas de la respuesta inmune asociadas al 

reconocimiento y eliminación de los compuestos altamente diluidos sin necesidad de 

activar otros mecanismos de defensa. El conocimiento alcanzado en la presente 

investigación permitirá desarrollar investigaciones en las que se incluyan retos contra 

patógenos y evaluar si la regulación de los mecanismos activados por los CBADs 

(reconocimiento de lo no-propio, endocitosis, citoprotección) permite a los organismos 

tratados profilácticamente sobrellevar procesos de infección causados por bacterias de 

alto grado de patogenicidad. 

Los resultados obtenidos sugieren que los compuestos bioactivos altamente diluidos 

(CBADs) formulados a partir de bacterias patógenas, a las dos dinamizaciones 

evaluadas (T1 y T2), tienen el potencial para incrementar tasa de crecimiento, actividad 

antioxidante, proliferación de hemocitos y activar mecanismos asociados a la respuesta 

inmune, seguidos por los CBADs formulados a partir de sílice y ácido fosfórico (T3) 

(López-Carvallo et al., 2019). 
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Esto podría explicar la eficacia que tienen los CBADs en juveniles de almeja Catarina A. 

ventricosus para incrementar supervivencia cuando los organismos son retados contra 

patógenos (Ortíz-Cornejo et al., 2017, Mazón-Suástegui et al., 2017) y los resultados 

previos del grupo de trabajo homeopatía acuícola (CIBNOR) quienes han establecido 

que los CBADs formulados a partir de veneno de alacrán (Vidatox®), Phosphoricum 

acidum®, Silicea terra®, metasilicatos de sodio y lisados de vibrios patógenos (V. 

alginolyticus + V. parahaemolyticus), pueden (a) incrementar la respuesta de defensa 

de los organismos (bivalvos, peces y camarón) cuando son retados contra patógenos, 

(b) incrementar reservas energéticas y crecimiento, (c) reducir proliferación de parásitos 

y (d) ser una mejor alternativa al uso profiláctico de antibióticos para el cultivo de A. 

ventricosus (Mazón-Suástegui et al., 2017; Mazón-Suástegui et al., 2019a, 2019c; 

Rosero-García et al., 2019). 

Los resultados de este estudio sugieren que el incremento de la actividad antioxidante, 

principalmente en manto y glándula digestiva, acompañada de un incremento en la 

proliferación de hemocitos en glándula puede estar relacionado a procesos de 

internalización y eliminación de los CBADs. El hecho de que se haya observado un 

incremento de hemocitos en glándula por efecto de T1, T2, T3 y T5 sugiere que la 

aplicación de CBADs permite mantener activas las células centinelas (ej. hemocitos) de 

los organismos tratados, manteniendo alerta al sistema vigilancia asociado a la 

activación de la respuesta inmune. Esta sugerencia es respaldada por el análisis 

transcriptómico, en el cual no se observa una activación propiamente dicha de la 

respuesta inmune, pero sí de procesos relacionados a los mecanismos de la respuesta 

inmune, como el sistema de reconocimiento de lo no-propio, el proceso de 

internalización vía endocitosis y la activación de marcadores asociados a la inhibición 

de la apoptosis. 

Esto indica un potencial de respuesta relacionada con la proliferación de hemocitos sin 

necesidad de activar en su totalidad al mecanismo de defensa de los organismos 

tratados con CBADs. Sin bien los hemocitos son considerados indicadores de la 

activación de la respuesta inmune, por ser los principales efectores celulares del 

sistema inmune en los mecanismos de defensa de los moluscos bivalvos (Canesi et al., 

2002; Allam et al., 2006; Song et al., 2010). Estas células también fungen un papel 

relevante como centinelas y su proliferación no siempre es asociada a la activación de 
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respuesta inmune ya que también se han visto implicados en reciclamiento de 

nutrientes, reabsorción de gónada y reparación de concha (Mount et al., 2004; Kádár, 

2008; Song et al., 2010; Moyano et al., 2012; Wang et al., 2013; Prego-Faraldo et al., 

2017). Lo anterior sugiere que los CBADs, al ser altamente diluidos, actúan de manera 

distinta a las concentraciones que convencionalmente son utilizadas en los 

inmunoestimulantes comunes (polisacáridos, oligosacáridos, hierbas y microorganismos 

inactivados). Concentraciones que activan mecanismos de la respuesta inmune 

relacionada a incrementos en la actividad bactericida y citotóxica, así como procesos 

relacionados a la liberación de péptidos antimicrobianos (Wang et al., 2017; Antony et 

al., 2011; Mohan et al., 2019). 

Lo anterior podría explicar por qué juveniles de jurel S. rivoliana tratados con CBADs 

Silicea terra® + Phosphoricum acidum® sub-regularon los genes IL-1β y MyD88 cuando 

fueron tratados de manera profiláctica, y sin embargo, estos mismos genes fueron 

altamente sobre-regulados durante el reto contra el patógeno V. parahaemolyticus 

(Mazón-Suástegui et al., 2019a). Basados en lo anterior y debido a que en nuestro 

estudio encontramos la sobre-regulación de receptores toll-like asociados a MyD88, 

sugerimos que la activación del sistema de reconocimiento de lo no-propio sin 

necesidad de activar toda la maquinaria de la respuesta inmune, podría ser la 

responsable de mejorar la respuesta de los organismos frente a un proceso de 

infección. Se sabe que cuando los mecanismos de defensa son activados antes de un 

proceso de infección, los organismos tienen más probabilidades de sobrellevar 

exitosamente un proceso de enfermedad, lo cual es un principio básico en favor del uso 

de inmunoestimulantes en acuicultura (Wang et al., 2017). Al respecto, los resultados 

de la presente investigación, sugieren que con la activación de mecanismos asociados 

al reconocimiento de lo no-propio, los organismos podrían activar de una manera más 

eficiente su sistema de defensa y podrían sobrellevar de manera exitosa un proceso de 

infección. Al fomentar un incremento en la producción de hemocitos se puede dar como 

resultado una mayor protección contra bacterias patógenas y contribuir a incrementar la 

tasa de supervivencia de los organismos (Macey y Coyne, 2005). No obstante, estudios 

posteriores son necesarios para comprobar lo anterior. 

Cabe destacar que en la evaluación de transcritos asociados al reconocimiento de lo 

no-propio, procesos de internalización y respuesta inmune, se registró una mayor 
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regulación de transcritos en tejido de manto en comparación a branquia y glándula 

digestiva. Este último tejido fue el único que presentó una proliferación de hemocitos 

por efecto de los CBADs. Estos resultados pueden ser atribuidos a que el manto y las 

células epiteliales de su mucosa, son la primera línea de defensa que se encuentra en 

contacto con el medio ambiente y con potenciales agentes infecciosos como moléculas 

orgánicas, inorgánicas y patógenos (Günther et al., 2018). Las células epiteliales tienen 

la capacidad de endocitar partículas abióticas y bióticas, y activar señales para 

incrementar la proliferación de hemocitos, que son los principales efectores de la 

respuesta inmune (Allam et al., 2015). Tanto las células epiteliales como los hemocitos 

son capaces de detectar invasores o agentes extraños por medio de receptores 

reconocedores de patrones (RRP, PRR por sus siglas en ingles), permitiendo a los 

organismos detectar una señal potencial de peligro (Allam et al., 2015). 

En cuanto a glándula digestiva, el incremento de hemocitos se atribuyó a un 

reconocimiento de los CBADs ya que estas células se encuentran relacionadas a una 

respuesta focal (Wang et al., 2016), mientras que la baja regulación de transcritos 

asociada a mecanismos de la respuesta inmune podría deberse a que no hay un 

estímulo (eg. presencia de patógenos, alta carga de antígenos) que detone propiamente 

esta respuesta. Se sugieren realizar experimentos posteriores incluyendo retos para 

evaluar la presencia de receptores toll like en glándula digestiva y validar el escenario 

planteado, ya que la proliferación de hemocitos en glándula digestiva también podría 

deberse a una respuesta sistémica (Wang et al., 2016) por efecto de liberación de 

citoquinas u otras moléculas por parte de células epiteliales de manto. 

En el análisis transcriptómico y RT-qPCR, se detectó la sobre regulación de diversos 

RRP (receptores de la familia toll-like, receptor STING y proteína de reconocimiento de 

peptidoglicanos PGRP_SC2) receptores clave en la activación de mecanismos de 

reconocimiento de lo no-propio. Los receptores toll-like (TLR) son altamente 

conservados en el reino animal y se ha demostrado que pueden activar la respuesta 

inmune en bivalvos marinos por medio de la detección de patrones moleculares 

asociados a patógenos y daño (por sus siglas en inglés PAMPs y DAMPs, 

respectivamente) (Ertl et al., 2016). 
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Particularmente en el presente estudio, la sobre regulación de TLR2 en manto de los 

organismos tratados con los CBADs de los tratamientos T1 y T2, se atribuyó a la 

presencia de compuestos altamente diluidos derivados de los lisado bacterianos 

iniciales (TMs) de V. alginolyticus y V. parahaemolyticus, mientras que la sobre- 

regulación de TLR2 por efecto de T3 en tejido de manto y branquia, se asoció a la 

posible presencia de nanopartículas de sílice. Esto se sugiere con base a que TLR2 es 

un receptor de membrana asociado al reconocimiento PAMPs, como los 

lipopolisacáridos (Zähringer et al., 2008; West et al., 2011; Oliveira-Nascimiento et al., 

2012; Wang et al., 2019) que pueden ser encontrados en bacterias gram negativas 

como V. alginolyticus y V. parahaemolyticus (Hisatsune et al., 1982). En cuanto al 

tratamiento T3, la interacción de sus componentes (metasilicatos de sodio - ácido 

fosfórico 1D) con el receptor TLR2, no ha sido reportada en bibliografía; sin embargo, 

se ha reportado una interacción de TLR2 con SiO2 en macrófagos alveolares de ratón, 

lo que provoca su activación (Beamer et al., 2016). 

La sobre regulación de TLR6 en manto por efecto de los lisados de Vibrio (tratamiento 

T2) se asoció a la presencia de PAMPs que han demostrado interactuar con este 

receptor (Gerdol et al., 2018), y su sobre-regulación por efecto de VidatoX® (tratamiento 

T5) se asoció a la presencia de alguna toxina, ya que se ha demostrado que toxinas 

como la saxitoxina pueden incrementar la transcripción de TLR6 (Detree et al., 2016). 

En cambio, la sobre regulación de TLR6 por efecto de Silicea terra® 7C + Phosphoricum 

acidum® 7C (tratamiento T3) en branquia y metasilciato de sodio 1D – ácido fosfórico 

1D (tratamiento T4) en manto, se asoció principalmente a la presencia de 

nanopartículas de sílice, ya que la activación de TLR6 se ha relacionado con 

nanopartículas de óxido de zinc (Roy et al., 2014). 

La sobre-regulación de TLR4 por efecto de los CBADs del tratamiento T2 se asoció a 

PAMPs ultra diluidos, mientras que la acción de los CBADs del tratamiento T4 fue 

atribuida a nanopartículas de sílice. TLR4 se ha asociado a la presencia de 

componentes bacterianos (West et al., 2011) pero también de sílice. De acuerdo a la 

bibliografía, las nanopartículas de óxido de silicio (SiO2), uno de los componentes de 

Silicea terra®, incrementa la expresión del gen TLR4a en embriones del pez Dino zebra 

(Hu et al., 2016). En juveniles de S. rivoliana el tratamiento formulado con Silicea terra® 

+  Phosphoricum  acidum®  sobre  regula  transcritos  de  MyD88,  sólo  cuando  los 
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organismos son infectados con V. parahaemolyticus (Mazón-Suástegui et al., 2019a). 

Cabe señalar que la sobre-regulación del modulador de respuesta inmune MyD88 está 

altamente ligada al receptor TLR4 (Laird et al., 2009), lo que sugiere que la sobre 

regulación de TLR4 en organismos tratados con los CBADs del tratamiento T4 se 

encuentra asociada principalmente a la acción de Silicea terra®. En cuanto a la sobre- 

regulación de TLR3, ésta fue registrada en manto por efecto de los CBADs de los 

tratamientos T2, T3 y T4, y en glándula digestiva por efecto de los CBADs del 

tratamiento T3. Aunque la mayoría de los estudios asocian la sobre regulación de TLR3 

con el reconocimiento de diferentes virus, vía reconocimiento de la doble cadena de 

RNA (Tatematsu et al., 2013; Jiménez-Dalmaroni et al., 2016), su sobre-regulación 

también ha sido asociada a nanopartículas de oro, cuando éstas son usadas para 

inmunoestimular camarones (Tello-Olea et al., 2019) y también a lipopolisacáridos, vía 

ruta metabólica dependiente de TLR4-MyD88-IRAK-TRAF6-NF-kB, en macrófagos 

alveolares (Ding et al., 2017). Sin embargo, ya que no hay información referente a la 

interacción entre TLR3 y sílice o ácido fosfórico, podemos plantear por primera vez que 

la inducción de la trascripción de TLR3 está asociada a la exposición de sílice y ácido 

fosfórico altamente diluidos. 

En cuanto al receptor citosolico STING, se registró una sobre-regulación por efecto de 

todos los CBADs de todos los tratamientos en glándula digestiva, mientras que en 

manto se detectó por efecto de los CBADs de los tratamientos T1 y T4 y en branquia 

por efecto de los CBADs de los tratamientos T1, T3 y T4. STING es un receptor 

citosolico que ha sido registrado en Mytilus spp. y se ha relacionado con la detección de 

ácidos nucleicos exógenos de virus o bacterias (Venier et al., 2016), pero también tiene 

la capacidad de detectar vita-PAMPs, lo cual permite a las células hospedero 

discriminar entre microorganismos vivos y muertos, y solo desencadenar procesos 

altamente pro-inflamatorios cuando se detectan microorganismos vivos (Blander y 

Sander, 2012; Moretti et al., 2017). Esto sugiere que los CBADs también están siendo 

detectados dentro de la célula a un nivel citosolico y permite asumir que los CBADs 

pueden estar siendo detectados como señal de peligro de baja intensidad que no 

comprometen la vida de la célula al no detectar vita-PAMPs (Patógenos vivos). La 

interacción entre los componentes de sílice o ácido fosfórico y el receptor STING es 

reportada por primera vez en esta investigación y no ha sido documentada en otros 
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estudios publicados. En este estudio los componentes del tratamiento T3, formulado a 

base de metasilicatos de sodio y ácido fosfórico 1D, se relacionaron con la sobre 

regulación del receptor PGRP_SC2, asociado al reconocimiento de peptidoglicanos que 

son componentes bacterianos (Gómez-Chiarri et al., 2015b). Esta información sugiere 

que el uso alternado de CBADs formulados a base de metasilicatos de sodio y ácido 

fosfórico 1D, puede activar RRP, asociados a patógenos aparentemente sin la 

necesidad de contener PAMPs. Derivado de los análisis de expresión de RRP en esta 

investigación se sugiere que la sobre-regulación principalmente de los receptores toll- 

like y STING en juveniles de almeja Catarina A. ventricosus puede ser mediada por la 

presencia de PAMPs y DAMPs, encontrados de manera altamente diluida en los 

CBADs. Esto conduce a plantear que dichos receptores podrían ser utilizados como 

marcadores en futuras investigaciones en las cuales se evalué el uso profiláctico de 

CBADs incluyendo retos contra patógenos. 

Cuando señales de peligro asociadas a la presencia de agentes extraños (ej. bacterias, 

lipopolisacáridos, nanopartículas, metales) son detectadas por RRP (ej. receptores toll- 

like), se puede llevar a cabo la activación de varios mecanismos implicados en el 

reconocimiento, neutralización, internalización y eliminación de intrusos, dependiendo 

del tipo del estímulo (ej. Antígeno), concentración y tiempo de exposición. Los 

mecanismos activados en este estudio fueron dependientes del tratamiento y de su 

dilución. Principalmente se sobre- o sub- regularon rutas metabólicas asociadas al 

proceso de endocitosis, citoprotección (antiapoptósis, sistema antioxidante, proteínas 

HSP) y respuesta inmune, pero sin activar completamente la respuesta inmune, ya que 

no se observó la regulación de moduladores o efectores asociados a su activación (ej. 

péptidos antimicrobianos, sistema profenol oxidasa, citoquinas, lisozimas, moduladores 

de importancia en la activación de la respuesta inmune como MyD88 y TRAF6). 

Se sabe que la presencia de partículas abióticas y bióticas como los PAMPs activa 

mecanismos relacionados a endocitosis, lisosoma y fagosoma (Günther et al., 2018; 

Allam y Raftos, 2015), para destruir moléculas potencialmente dañinas o 

microorganismos patógenos. La activación de estos mecanismos puede desencadenar 

cascadas de señalización como la ruta de señalización NF-kappa B (Genard et al., 

2013), modulada para transcribir genes relacionados a la respuesta inmune. Con base 
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a lo anterior, los resultados de la presente investigación sugieren que los organismos 

reconocieron y respondieron a los CBADs utilizados en la presente investigación. 

Producto del análisis transcriptómico y RT-qPCR, se registró que el proceso de 

endocitosis fue regulado por efecto de todos los tratamientos, y aunque en el análisis 

transcriptómico de los organismos pertenecientes al tratamiento T2 mostró una sub- 

regulación de la ruta metabólica de endocitosis, en análisis RT-qPCR se observó una 

sobre-regulación de este proceso. En cuanto a los otros tratamientos (T1, T3, T4 y  T5), 

en ambos análisis se observó una tendencia a sobre-regular procesos de endocitosis. 

En este estudio, entre los principales genes involucrados en el proceso de endocitosis 

se registraron genes asociados a un proceso de endocitosis temprana (CAV1 y SRC) y 

tardía (VPS25, HEXA y CALR). En específico, la sobre regulación de CAV1, un gen que 

codifica para una proteína estructural de la caveola, se registró en branquia de 

organismos tratados con T1, T3, T4 y T5. Debido a que se ha reportado que CAV1 

participa en la movilización transendotelial y tráfico celular que incluye la movilización 

de nanopartículas (Moore et al., 2006) y de ciertos virus, bacterias y toxinas (Harris et 

al., 2002; Sverdlov et al., 2007; Zaas et al., 2009; Sahay et al., 2010), se sugiere que los 

CBADs están siendo internalizados vía cavoleola en branquia. Por otra parte, la sobre-

regulación de SRC en manto de organismos tratados con T1, T2 y T4 y T5, y en 

branquia, de organismos del tratamientoT3, sugiere la posibilidad de la activación de 

rutas de endocitosis para internalización de los CBADs. SRC se  encuentra involucrado 

en el mecanismo de fagocitosis mediante la organización del citoesqueleto de actina y 

forma celular, y puede ser mediado por la presencia de bacterias o vía internalización 

de caveola mediada por receptores (Sverdlov et al., 2007; Zhu et al., 2007; Cossart y 

Helenius, 2014). Lo anterior sustenta que el proceso de endocitosis está siendo 

mediado por receptores ya que se observó una sobre- regulación de PRR asociados a 

respuesta inmune y procesos de internalización asociados a receptores. 

Los resultados de la presente investigación sugieren que la internalización vía 

endocitosis permitió la formación de endosomas tardíos, ya que VPS25 fue sobre- 

regulado en glándula digestiva y branquia de los organismos tratados con los CBADs  

de los tratamientos T1, T2 y T3, y en manto de los organismos tratados con los CBADs 

del tratamiento T1. VPS25 se encuentra asociado a la membrana de endosomas 
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tardíos y participa en el complejo de acomodo endosomal requerido para transporte 

(ESCRT-II, por sus siglas en inglés), el cual acomoda proteínas ubiquitinadas de la 

membrana de los endosomas (ej. receptores de membrana), y transporta las proteínas 

del endosoma maduro hacia los lisosomas por medio de los cuerpos multivesiculares 

(MVB, por sus siglas en inglés) (Babst et al., 2002; Gill et al., 2007; Schmidt et al., 

2012). Debido a que los MVB pueden interactuar con los lisosomas, y HEXA, una 

enzima hidrolítica localizada en lisosomas, y relacionada con la defensa del hospedero 

(Koo et al., 2008), fue sobre-regulada en manto de los organismos tratados con los 

CBADs de los tratamientos T2 y T5, se sugiere que estos tratamientos permitieron la 

formación de fagolisosomas o endolisosomas, los cuales se encuentran involucrados en 

la degradación de macromoléculas (Bright et al., 2016). Aunado a lo anterior en el 

análisis transcriptómico, se observó la sobre-regulación en manto de la proteína de 

unión a vibrio (CALR), asociada al fagosoma que puede ser liberada de la célula para 

neutralizar vibrios (Tarr et al., 2010; Huang et al., 2016), por efecto de los CBADs de los 

tratamientos T1 y T4. Con base a estos resultados y tomando en cuenta que la 

degradación de moléculas por medio de hidrolasas dentro de las células, ocurren como 

resultado de la fusión entre lisosomas y endosomas tardíos/MVB (Bright et al., 2016),  

se confirma la activación de mecanismos de internalización por efecto de 

reconocimiento de CBADs vías receptores y su destrucción dentro de la célula. 

Entre los procesos regulados por efecto de los CBADs también se observó una sobre- 

regulación de marcadores asociados a citoprotección, como la proteína inhibidora de 

apoptosis (IAP), proteínas chaperonas (HSP90) y enzimas antioxidantes (CAT). La 

sobre-regulación de IAP en glándula digestiva de organismos tratados con T1, T3 y T4, 

y en manto, de organismos tratados con los CBADs de los tratamientos T1, T2 y T4, 

sugieren la activación de la ruta antiapoptótica, ya sea por medio de la inhibición del 

receptor TNF (de Almagro y Vucic, 2012), o mediante la inhibición de caspasas (Sarkar 

et al., 2009). No obstante, hay que remarcar que IAP (también conocido como BIRC3 y 

c-IAP2), no solo se encuentra relacionado al proceso de antiapoptósis, sino que 

también puede inducir citoquinas y transcripción de genes proinflamatorios promedio, 

de la ruta de señalización MAPK y NF-kB (de Almagro y Vucic, 2012). Sin embargo, 

como no se detectó una respuesta proinflamatoria o transcripción de genes asociados a 

efectores de la respuesta inmune, se sugiere que la sobre-regulación de IAP está 
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relacionada a procesos antiapoptóticos, lo cual puede ser una estrategia para mantener 

a la célula viva mientras se internaliza los CBADs. 

Otro resultado obtenido fue la sobre-regulación de HSP90 por efecto de casi todos los 

tratamientos (T3 y T4 en branquia; T1, T2 y T4 en manto) con excepción del tratamiento 

mayormente diluido (T5); y mostró especificidad por tejido dependiendo del tratamiento. 

Se sabe que en moluscos bivalvos, HSP90 es un gen tejido específico y puede ser 

inducido para mantener la homeostasis del organismo y proteger a las células, por lo 

que es activado por diversas señales de estrés y juega un papel muy importante en el 

plegamiento de proteínas, a fin de activarlas o estabilizarlas (Fabbri et al., 2008; Iryani 

et al., 2017). Debido a que HSP90 puede ser inducido con diversas señales de estrés, 

su sobre-regulación confirma la capacidad de los organismos de detectar los PAMPs y 

DAMPs de los CBADs. 

Por otra parte, en el análisis de bioquímica enzimática, los organismos tratados con los 

CBADs de los tratamientos T1, T2 y T3 incrementaron la actividad catalasa (CAT) en 

manto y branquia, en comparación a los demás grupos experimentales, mientras  que 

en el análisis de RT-qPCR no se registraron cambios en la expresión como efecto de 

dichos tratamientos, pero sí se observó una sobre-regulación de CAT por efecto de los 

tratamientos T1 y T4 en el análisis transcriptómico. Por su parte la actividad SOD 

detectada por actividad enzimática no fue registrada a nivel molecular. Sin embargo, en 

el análisis bioquímico de actividad enzimática se registró un incremento por efecto de 

todos los tratamientos (T1, T2, T3, T4 y T5) en tejido de glándula digestiva. Lo anterior 

sugiere que la actividad antioxidante puede ser promovida a nivel bioquímico 

principalmente por los tratamientos elaborados con lisados de bacterias patógenas 1D y 

7C, y metasilicato de sodio 1D + ácido fosfórico 1D, a los cuales ya se les ha atribuido 

este efecto en literatura al utilizar medicamentos homeopáticos, incluyendo los CBADs y 

otras diluciones no homeopáticas (Gónzalez-Muñoz et al., 2008; Canesi et al., 2010; 

Song et al., 2010; Wang et al., 2013b; Mazón-Suástegui et al. 2017). El incremento en 

la actividad enzimática de CAT y SOD ha sido reportado en organismos expuestos a 

toxinas (Prego-Faraldo et al., 2017) y en presencia de compuestos provenientes de 

bacterias (Song et al., 2010; Wang et al., 2013b). Particularmente, la actividad CAT ha 

demostrado contribuir al balance redox en las almejas Chlamys farreri y Meretrix 

meretrix, mediante la neutralización del estrés oxidativo causado por el ataque de 
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bacterias patógenas vivas (Li et al., 2008; Wang et al., 2013b) y muertas por calor (V. 

splendidus y V. anguillarum), en el mejillón Mytilus galloprovincialis (Canesi et al., 

2010). 

Mazón-Suástegui et al. (2017) han reportado un incremento en la actividad SOD en 

juveniles de A. ventricosus tratados de manera profiláctica con el medicamento 

homeopático Phosphoricum acidum®, y una mayor supervivencia cuando los 

organismos fueron retados ante Vibrio parahaemolyticus. La activación de enzimas 

antioxidantes, las cuales fortalecen a los organismos en contra del estrés oxidativo y la 

producción de hemocitos, puede contribuir a sobrellevar condiciones de estrés como 

puede ser, una enfermedad. Los resultados de la presente investigación demuestran 

que los CBADs evaluados, y particularmente aquellos formulados a partir de bacterias 

patógenas, son capaces de regular una respuesta asociada a la actividad enzimática 

bioquímica de SOD y CAT indicando una posible acción de citoprotección en juveniles 

de almeja Catarina A. ventricosus, ya que estas enzimas permiten a los organismos 

sobrellevar de una mejor manera eventos de estrés oxidativo causados por factores 

ambientales, por contaminantes o por infecciones causadas por patógenos (Vlahogianni 

et al., 2007, Song et al., 2010). Las enzimas SOD y CAT tienen la capacidad de 

transformar compuestos citotóxicos producidos por especies reactivas de oxígeno como 

anión superóxido y peróxido de hidrogeno, en productos no dañinos para la célula, 

como agua y oxígeno (Song et al., 2010). Las diferencias entre los resultados de 

análisis moleculares y bioquímicos podrían estar asociadas a mecanismos post- 

transcripcionales o translacionales (Vogel y Marcotte, 2012). 

Entre los genes asociados a respuesta inmune registrados en el análisis transcriptómico 

se evaluaron tres por RT-qPCR: FILA –asociado al movimiento celular- (Yue et al., 

2013; Urra et al., 2018), TRAF3 –implicado en la señalización de respuesta inmune en 

bivalvos- (Qu et al., 2017) y CYT – ligado a la producción de especies reactivas de 

oxígenos asociadas a la erradicación de patógenos, apoptosis y activación de la ruta 

señalización NF-kB (West et al., 2011; Lobet et al., 2015). El gen FILA solo fue sobre- 

regulado en branquia de organismos tratados con los CBADs del tratamiento T3, lo que 

sugiere una estimulación del movimiento celular y una mayor susceptibilidad del tejido 

branquial hacia metasilicatos de sodio y ácido fosfórico 1D. Cabe señalar que es 

necesario conocer el tipo de célula en la branquia que expresó FILA, para poder 
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dilucidar la implicación de este gen en el reconocimiento del CBAD formulado a partir  

de metasilicatos de sodio y ácido fosfórico 1D. La regulación de TRAF3 se evaluó 

debido a que su sobre-regulación está implicada con el sistema innato de defensa de 

los moluscos bivalvos ante infecciones virales y bacterianas (Qu et al., 2017), jugando 

un papel muy importante en las rutas de señalización asociadas a los receptores toll- 

like y RIG-I-like (West et al., 2011; Qu et al., 2017; Xie et al., 2013). Debido a que 

TRAF3 fue sobre regulado por los CBADs del tratamiento T1 y está altamente implicado 

en la respuesta contra bacterias gram negativas (Qu et al., 2017), se sugiere que los 

antígenos presentes en los lisados de Vibrio altamente diluidos fueron capaces de 

desencadenar la regulación de TRAF3. Cabe señalar que TRAF3 ha sido relacionado al 

proceso de exocitosis en células epiteliales para desechar bacterias de la región 

intracelular (Miao y Wu, 2016). Por ello, y debido a que no se activó propiamente la 

respuesta inmune, la sobre regulación de TRAF3 por efecto de los CBADs del 

tratamiento T1 podría sugerir la transportación de compuestos bacterianos del interior 

de la célula hacia el exterior de la misma, en lugar de activar una respuesta 

proinflamatoria. Esto debe ser analizado a mayor detalle, y falta dilucidar si los CBADs 

son desechados o eliminados dentro de la célula que reconoce el compuesto, ya que se 

observaron marcadores asociados a la presencia de fagosomas por efecto de los 

CBADs del tratamiento T1. 

Debido a que en nuestro análisis transcriptómico se registró la regulación de 

fosforilación oxidativa ya que la producción de especies reactivas de oxígeno en 

mitocondria están altamente ligadas a la erradicación de patógenos, apoptosis y 

activación de la ruta de señalización NF-kB (West et al., 2011; Lobet et al., 2015), se 

decidió evaluar CYT, el cual también es esencial para llevar a cabo la respiración 

celular ya que codifica para un proteína acarreadora de electrones. En este estudio, 

CYT fue sub-regulado en manto por efecto de los CBADs de los tratamientos T1 y T5, y 

sobre-regulado en branquia por efecto de los CBADs de los tratamientos T1, T3 y T5, lo 

cual sugiere que el tejido branquial es más susceptible a la interacción con los CBADs. 

Sin embargo, debido a que la regulación de CYT está implicada en diversos procesos, 

se requiere realizar más evaluaciones utilizando biomarcadores relacionados a los 

procesos biológicos mencionados, con el fin de entender si su sobre-regulación está 
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asociada al incremento de la producción de energía o a procesos directamente 

relacionados con la respuesta inmune. 

Cabe destacar que el tratamiento T5 (VidatoX®), fue el único que tuvo un efecto distinto 

en comparación con los demás tratamientos, en particular sobre los resultados 

obtenidos a partir del análisis transcriptómico, ya que se observó la regulación de otro 

tipo de procesos que también se encuentran asociados a infección bacteriana como 

melanogénesis, hematopoyesis y transporte de calcio (Allam y Raftos, 2015; West et  

al., 2011). No obstante, aunque su aplicación demostró promover la proliferación de 

hemocitos en glándula digestiva y sobre-regular RRP y genes relacionados al proceso 

de endocitosis en el análisis RT-qPCR, su efecto inmunomodulador a nivel molecular no 

fue claro en el análisis transcriptómico. 

Al respecto, y como se ha descrito anteriormente, muchos de los genes relacionados 

con los mecanismos de defensa fueron regulados con la aplicación de CBADs. 

Específicamente aquellos asociados a las etapas tempranas en la activación de la 

respuesta inmune innata y en la actividad centinela, por efecto de los tratamientos T1, 

T2 y T3. La activación de estos genes sugiere que la eficacia del uso de los CBADs 

para fortalecer a los organismos en contra de infecciones, radica en la activación de 

mecanismos asociados al reconocimiento de moléculas no propias, sin necesidad de 

activar propiamente la respuesta inmune. 

Por último, Silicea terra® 7C junto a Phosphoricum acidum® 7C (tratamiento T4) 

modularon la respuesta inmune (al regular los marcadores de respuesta inmune 

utilizados en este estudio) e indujeron un incremento en las reservas energéticas de las 

almejas tratadas, incluyendo la acumulación de carbohidratos (manto, músculo) y de 

lípidos (glándula digestiva y músculo). Los resultados obtenidos coinciden con la 

literatura consultada, ya que se ha demostrado que las reservas de carbohidratos en 

moluscos bivalvos se encuentran íntimamente asociadas a músculo, y las reservas 

lipídicas a glándula digestiva (Maguire et al., 1999; Darriba et al., 2005). Músculo y 

glándula digestiva han sido reportados como los principales órganos de reserva 

energética en moluscos bivalvos (Lodeiros et al., 2001; Barber y Blake, 2006). La 

depleción de proteínas en todos los grupos experimentales, comparado con los valores 

registrados al inicio del experimento (To), podría indicar una condición nutricional 

adecuada en los organismos 
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mantenidos en laboratorio, lo que permitió la acumulación de otras reservas 

energéticas, ya que la reducción en el contenido de proteínas ha sido asociada a un 

incremento de carbohidratos y lípidos (Freites et al., 2003). Como todas las almejas de 

todos tratamientos recibieron la misma dieta, un incremento en las reservas energéticas 

por efecto del tratamiento Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C se atribuyó a la 

mejora del proceso de asimilación de reservas energéticas. El sílice ha sido asociado a 

formación de tejido óseo y conectivo; se une a componentes de polisacáridos y de 

proteínas en tejido conectivo (Birchall, 1995), pero también se ha asociado a un 

incremento en la regulación de enzimas digestivas en juveniles de jurel S. rivoliana 

tratados con Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C (Mazón-Suástegui et al., 

2019b). En diluciones homeopáticas, el medicamento Silicea terra® ha sido reportado 

como promotor de crecimiento en A. ventricosus (Mazón-Suástegui et al., 2017), 

mientras que en preparaciones no homeopáticas, el dióxido de sílice incorporado en la 

dieta de pavos al 0.02%, ha incrementado crecimiento y fomenta la reducción de 

perdida de nitrógeno (Tran et al., 2015). Phromkunthong (2015) reportó que el 

complemento SILICA+, que se vende como polvo de sílice micronizado, incrementa la 

actividad de las enzimas peptidasas, CAT y SOD, y mejora el crecimiento del camarón 

blanco L. vannamei. En este caso, el ácido fosfórico en presentación homeopática es 

recomendado para promover la asimilación de nutrientes en humanos y promover el 

apetito (Gibson, 1967). No obstante que la combinación de Silicea terra® 7C y 

Phosphoricum acidum® 7C genera un buen efecto sinérgico, es recomendable realizar 

una evaluación comparativa más detallada entre ambos medicamentos homeopáticos, 

en lo relativo a la activación de enzimas digestivas. Esto permitiría para elucidar si 

ambos CBADs actúan sobre la actividad enzimática y ayudan a promover la asimilación 

de nutrientes, o bien, si el proceso se lleva a cabo por medio de otra vía. 

Un incremento en el IGD ha sido asociado a una mejor condición nutricional (Cartier et 

al., 2004). Los resultados de la presente investigación soportan la idea de que la 

condición nutricional, en términos de reservas energéticas, fue mejorada en condiciones 

de laboratorio, pero con respecto a los índices fisiológico IGD y IML, no se observó un 

efecto claro entre tratamientos y grupos control. Sin embargo, las almejas que 

recibieron el tratamiento T4, mostraron una mayor acumulación de reservas de 

carbohidratos en músculo y el mayor índice de IME, lo que refleja una acumulación de 
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reservas producida por la adición de los CBADs. En algunos pectínidos, el músculo 

estriado tiene un mayor contenido de carbohidratos que el músculo liso (Maguire y 

Burnell, 2001), lo cual sugiere que los carbohidratos almacenados se dirigen 

mayormente hacia músculo estriado. A esto se atribuyó la relación observada en las 

almejas que recibieron el tratamiento T4, ya que se observó el mayor contenido de 

carbohidratos en músculo y el mayor crecimiento de músculo estriado (IME). 

Los CBADs formulados a partir de bacterias patógenas no solo demostraron activar 

células y procesos relacionados a la respuesta inmune, sino que también promovieron 

un mayor crecimiento en los organismos, lo cual fue inesperado, ya que las almejas del 

tratamiento Silicea terra® 7C + Phosphoricum acidum® 7C mostraron un mayor 

contenido de reservas energéticas. Cabe señalar que en los tratamientos donde se 

observó un mayor conteo de hemocitos, también se registró el mayor crecimiento en 

altura de la concha. Se sabe que los hemocitos no solo contribuyen a la defensa en 

moluscos bivalvos, sino que también contribuyen a reparar la concha, y a la digestión y 

transporte de nutrientes (Beninger y Le Pennec, 2006). En el mejillón Bathymodiolus 

azoricus, los hemocitos juegan un papel muy importante en el transporte de calcio para 

la reparación de la concha (Mount, 2004). Se ha demostrado que los hemocitos median 

la mineralización de concha y pueden transportar calcio para contribuir a su crecimiento 

(Kádár, 2008), e incluso pueden involucrarse directamente en la producción de cristales 

de calcita y aragonita en ostras. Estos descubrimientos sugieren que los hemocitos 

podrían estar contribuyendo a la formación de la concha, y a la vez, ayudando a 

incrementar su calcificación, lo que podría verse reflejado en un mayor crecimiento en 

altura. Sin embargo, para poder concluir al respecto, es recomendable realizar más 

estudios dirigidos a determinar si la estimulación de producción de hemocitos puede 

contribuir al crecimiento de concha en juveniles de A. ventricosus. 
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9. CONCLUSIONES 
 
 

A partir de los resultados obtenidos y de su discusión previa, es posible concluir que los 

CBADs utilizados en la presente investigación doctoral, mostraron un efecto 

cuantificable a nivel fisiológico, incrementando el conteo de hemocitos y la actividad 

antioxidante. Es importante destacar que los efectos más visibles se obtuvieron 

principalmente con la aplicación de aquellos formulados en el CIBNOR, a partir de 

cepas virulentas de las bacterias patógenas Vibrio parahaemolyticus y V. alginolyticus 

1D y 7C (T1 y T2). Estas formulaciones se encuentran actualmente en proceso de 

protección industrial en el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI), bajo la 

titularidad del CIBNOR. Por otro lado, el tratamiento formulado a partir de Silicea terra® 

7C y Phosphoricum acidum® 7C (T4) incrementó reservas energéticas en los principales 

tejidos de reserva, indicativo de que este tratamiento es un potencializador de la 

asimilación de nutrientes. 

A nivel molecular, los resultados mostraron que los CBAD’s, en particular aquellos 

utilizados en los tratamientos T1, T2 y T4, regulan mecanismos asociados al 

reconocimiento de lo propio y endocitosis, lo que podría permitir a los organismos estar 

alerta ante la presencia de antígenos como PAMPs o DAMPs, si necesidad de activar 

completamente una respuesta de defensa, que implicaría un mayor gasto energético. 

Con base a los resultados obtenidos durante la presente investigación, se sugiere que 

los CBADs en baja dilución activan una mayor cantidad de mecanismos asociados a la 

respuesta y acción del sistema inmune (efectores), mientras que altas diluciones  

activan solo los primeros mecanismos de defensa, asociados a reconocimiento 

(receptores), en juveniles de A. ventricosus. 

A nivel general, los resultados respaldan la hipótesis de trabajo inicialmente propuesta, 

y permiten confirmar la modulación de moléculas asociadas a la respuesta inmune 

mediante la aplicación de CBADs, a los cuales se atribuye un efecto protector en 

organismos marinos. 

Referente al cultivo de moluscos bivalvos, los resultados obtenidos y previamente 

discutidos, indican que los CBADs, mejoran o ayudan a mantener la condición general 
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de juveniles de A. ventricosus en fase de pre-engorda, y por lo tanto resultan 

potencialmente aplicables en laboratorios de producción de semilla de pectínidos y de 

otros moluscos bivalvos. 

 
 

PRESPECTIVAS 
 

La presente investigación permite plantear las siguientes interrogantes: 
 

¿Es necesaria la activación total de la respuesta inmune para proteger a los organismos 

ante un patógeno?, 

¿Una estimulación moderada pero suficiente para permitir la proliferación de PRR 

puede desencadenar una respuesta inmune en organismos retados ante un patógeno, 

de manera que puedan evitar o sobrellevar exitosamente el proceso de infección 

relacionado? 
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