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Resumen 
 

Las nanopartículas de plata (AgNPs: por sus siglas en inglés) se han reconocido como una real 
alternativa para eliminar patógenos de diferentes sistemas biológicos. En el presente estudio 

evaluamos cinco nuevas formulaciones de AgNPs: Argovit® (Argovit-1®, Argovit-2®, Argovit-3®, 

Argovit-4® y Argovit-5®), para seleccionar la mejor entre ellas con propiedad antiviral y 

posteriormente estudiar los efectos tóxicos vía intramuscular y per-os, en 
camarón (Penaeus vannamei) contra WSSV. Los camarones se sometieron a bioensayos de reto 
con diferentes objetivos: a) Evaluar toxicidad aguda y efecto antiviral en dosis intramusculares 

con las cinco formulaciones de Argovit® y seleccionar la mejor; b) Analizar la expresión de genes 

mediante un estudio de RNAseq en camarones sometidos a Argovit-4® suministradas por vía 

intramuscular (i.m.); c) Determinar la toxicidad aguda de Argovit-4® suministradas en 

alimento; d) Evaluar el efecto antiviral de Argovit-4® suministradas en alimento contra 

WSSV; e) Determinar si Argovit-4® promueve un efecto inmunoestimulante en el camarón 

cuando se suministra en el alimento; f) Evaluar toxicidad crónica de Argovit-4® suministradas en 

el alimento con diferentes regímenes de alimentación; g) Determinar la duración del efecto 

antiviral de Argovit-4® contra WSSV y la respuesta inmune a nivel transcripcional en camarones 

alimentados con las AgNPs incluidas en el alimento bajo diferentes regímenes de suministro. Los 
resultados indicaron que las cinco formulaciones evaluadas mostraron propiedades antivirales 

contra WSSV, siendo, Argovit-4® la formulación con mayor capacidad antiviral sin efectos de 

toxicidad en camarones. El análisis transcripcional en branquias de camarones expuestos a las 
AgNPs, no mostró sobre-expresión importante de genes. Paralelamente, el estudio de expresión 
de genes relacionados al sistema inmune (S.I.) (Pen3, Crustin, PAP, Rab6 y ProPO), no mostró 
cambios significativos (P<0.05). Asimismo, el efecto antiviral del alimento suplementado con 

Argovit-4® en camarón, fue dependiente de la concentración de AgNPs, alcanzando 

supervivencias de 97, 90 y 84% en las concentraciones de 1000, 100 y 10 µg/g de alimento, 

respectivamente. La aplicación de 1000 µg de Argovit-4®/g de alimento no interfirió con el 

crecimiento del camarón, ni generó toxicidad y pudo protegerlo contra la infección por WSSV, 
con mayor eficiencia cuando se aplicó una vez por semana. El análisis de la expresión de los 
cinco genes relacionados con el S.I., no mostró efectos significativos, lo que sugiere que las 
AgNPs interactúan con la envoltura del virión incapacitándolo para infectar, más que con la 

estimulación de genes del S.I. en el camarón. En conclusión, Argovit-4® puede ser un excelente 

candidato como aditivo antiviral en el alimento y ofrecer una estrategia profiláctica potencial 
para prevenir infecciones por WSSV en la camaronicultura a corto plazo. 
 
Palabras claves: camarón, AgNPs, WSSV, Antiviral. 
ORCID: 0000-0002-7821-8355 

Vo. Bo. Co-Directores de Tesis 
 
 

Dr. Claudio Humberto Mejía Ruiz                                                 Dr. Píndaro Álvarez Ruiz 
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Summary 
 

Silver nanoparticles (AgNPs) have been recognized as a real alternative to eliminate pathogens 
from different biological systems. In the present study we evaluated five new formulations of 

AgNPs: Argovit® (Argovit-1®, Argovit-2®, Argovit-3®, Argovit-4® and Argovit-5®), to select the 

best among them with antiviral property and subsequently study the toxic effects 
intramuscularly and per-os, in of shrimp (Penaeus vannamei) against the White Spot Virus 
(WSSV). Shrimp were subjected to challenge bioassays with different objectives: a) Evaluate 

acute toxicity and antiviral effect in intramuscular doses with the five formulations of Argovit® 

and select the best; b) Analyze the expression of genes by RNAseq study in shrimp subjected to 

selected AgNPs (Argovit-4®) administered intramuscularly (i.m.); c) Determine acute toxicity of 

Argovit-4® supplied in food; d) Evaluate the antiviral effect of Argovit-4® supplied in food 

against WSSV; e) Determine if Argovit-4® promotes an immunostimulatory effect in shrimp 

when supplied in feed f) Evaluate chronic toxicity of Argovit-4® supplied in feed with different 

feeding regimens; g) To determine the duration of the antiviral effect of Argovit-4® against 

WSSV and the immune response at transcriptional level in shrimp fed with the AgNPs included 
in the feed under different supply regimens. The results indicated that the five formulations 

evaluated showed antiviral properties against WSSV, being Argovit-4® the formulation with the 

highest antiviral capacity without toxicity effects in shrimp. Transcriptional analysis in shrimp 
gills exposed to AgNPs did not show significant over-expression of genes. In parallel, the study 
of gene expression related the immune system (S.I.) (Pen3, Crustin, PAP, Rab6 and ProPO) did 
not show significant changes (P<0.05). Likewise, the antiviral effect of feed supplemented with 

Argovit-4® in shrimp was dependent on the concentration of AgNPs, reaching survivals of 97, 90 

and 84% at concentrations of 1000, 100 and 10 µg/g of feed, respectively. The application of 

1000 µg of Argovit-4®/g of feed did not interfere with growth of shrimp, nor did it generate 

toxicity and was able to protect it against WSSV infection, with greater efficiency when applied 
once a week. The expression analysis of five genes related to I.S., did not show significant 
alterations, which suggests that the AgNPs interact with the virion envelope, disabling it to 

infect, rather than with the stimulation of S.I. genes. in shrimp. In conclusion, Argovit-4® may be 

an excellent candidate as an antiviral feed additive and offer a potential prophylactic strategy to 
prevent WSSV infections in shrimp farming in the short term. 
 
Key words: shrimp, AgNPs, WSSV, Antiviral. 
ORCID: 0000-0002-7821-8355 

Vo. Bo. Co-Directores de Tesis 
 
 
 

Dr. Claudio Humberto Mejía Ruiz                                                 Dr. Píndaro Álvarez Ruiz 
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Glosario 

Agente patógeno Agentes infecciosos que pueden provocar el desarrollo de una enfermedad 
(Morales y Cuellar, 2014). 

Apoptosis Función que controla la muerte de las células, de forma programada (Morales y 
Cuellar, 2014). 

Atrofia Disminución del tamaño de la célula y/o órgano del que forma parte, debido a la 
pérdida de masa celular (Morales y Cuellar, 2014). 

Bioacumulación Proceso de acumulación de ciertos productos dentro de los organismos (Vazquez-
Muñoz, 2017). 

Biocompatibilidad Capacidad para desempeñar una respuesta adecuada en el medio biológico, sin 
provocar efectos indeseables. 

Bioensayo Experimento que se hace utilizando organismos vivos, bajo condiciones y 
ambientes controlados (Morales y Cuellar, 2014). 

Cutícula Formación rígida, acelular (sin células), de estructura compleja y compuesta por 
quitina y calcio entre otras sustancias (Morales y Cuellar, 2014). 

Diámetro 
hidrodinámico 

Corresponde al tamaño de una esfera sólida hipotética que se difunde de la misma 
manera que la de la partícula que se mide, asumiendo una capa de hidratación que 
rodea a la partícula o molécula (Vazquez-Muñoz, 2017). 

Dosis infecciosa 
(SID50) 

Cantidad de virus que al ser aplicada individualmente a un grupo de organismos es 
capaz de infectar al 50% de estos (Reed y Muench, 1938). 

Enfermedad 
infecciosa 

Expresión clínica del proceso infeccioso, que se traduce en signos y síntomas tanto 
el daño causado por el agente infeccioso como el resultado de la inflamación 
resultante. Se pueden clasificar en función del microorganismo causal como 
bacterias, virus, hongos o parásitos o desde el punto de vista de las 
manifestaciones clínicas que produce (síndromes y enfermedades); ésta puede ser 
transitoria o puede llevar a la muerte (Barreto et al., 2006; García-Palomo et al., 
2010; Vazquez-Muñoz, 2017). 

Enfermedad 
Aguda 

Enfermedad que tienen un inicio y un fin claramente definido que generalmente 
son de corta duración (Morales y Cuellar, 2014). 

Enfermedad 
crónica 

Patología de larga duración, cuyo fin o curación no puede preverse claramente o 
no ocurrirá nunca (Morales y Cuellar, 2014). 

Ensamblado Proceso por el cual los fragmentos cortos del ADN secuenciados se juntan en 
fragmentos más grandes hasta reconstruir el genoma o el transcriptoma completo 
(Hernández et al., 2020). 

Epitelio Tejido formado por una o varias capas de células yuxtapuestas que recubren todas 
las superficies libres del organismo, y constituyen el recubrimiento interno de las 
cavidades y órganos. Los epitelios también forman el parénquima de muchos 
órganos (Morales y Cuellar, 2014). 

Espécimen Aquel individuo o parte de un individuo que se toma como muestra, especialmente 
el que se considera representativo de los caracteres de la población a la que 
pertenece (Morales y Cuellar, 2014). 

Estrés Toda demanda física o fisiológica que se le haga al organismo. Puede ser causada 
por enfermedades o ser de origen séptico, nutricional o ambiental (Morales y 
Cuellar, 2014). 

Fagocitosis Proceso por el cual un cuerpo extraño o un desecho celular es ingerido por células 
especiales (fagocito) mediante invaginación (Morales y Cuellar, 2014).  

Gen Secuencia en el ADN que codifica un producto determinado, ARN o proteínas 
(Romo-Quiñonez, 2014). 
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Genoma  Corresponde al total de la información genética, en particular que posee un 
organismo (Morales y Cuellar, 2014). 

Hemocitos Células plasmáticas de los crustáceos (como el camarón), encargadas de funciones 
relacionadas con el sistema inmune (Morales y Cuellar, 2014). 

Hemolinfa Tejido sanguíneo de los camarones que irriga los órganos y tejidos llevando 
oxígeno y nutrientes (Morales y Cuellar, 2014). 

Hospedero Organismo que alberga a otro en su interior o lo porta sobre sí, ya sea un parásito, 
un comensal o un mutualista. 

Infección  Corresponde a la presencia y multiplicación de un microorganismo en los tejidos 
del hospedero; representa la interacción del agente patógeno (y sus factores de 
virulencia) con el hospedero. 

Infiltración 
hemocítica 

Migración de hemocitos a un tejido en donde hay presencia de un agente 
patógeno (Morales y Cuellar, 2014). 

Lamela branquial Ramificación secundaria de las branquias de los camarones (Morales y Cuellar, 
2014). 

Letargia Condición presente en varias enfermedades nerviosas, infecciosas o tóxicas, 
caracterizada por un estado de somnolencia profunda y aletargamiento. Conduce 
en camarones la pérdida del reflejo de huída (Morales y Cuellar, 2014). 

Mapeo Alineamiento de secuencias cortas (producto de la secuenciación) de una calidad 
asignada sobre un conjunto de secuencias de referencia (secuencias largas que 
representan un genoma o transcriptoma) (Rollano-Peñaloza y Mollinedo-Portugal, 
2017). 

Melanina Pigmento de color negro o pardo negruzco en forma de gránulos que existe en el 
protoplasma de ciertas células de los vertebrados; en invertebrados es producto de 
la activación del sistema inmune (cascada proPO) y se da para encapsular a un 
agente agresor (melanización) (Morales y Cuellar, 2014). 

Metabolismo Conjunto de reacciones y procesos físico-químicos que ocurren en una célula. Estos 
complejos procesos interrelacionados son la base de la vida a nivel molecular y 
permiten las diversas actividades de las células: crecer, reproducirse, mantener sus 
estructuras, responder a estímulos (Morales y Cuellar, 2014). 

Muda Desprendimiento periódico de la cubierta externa para permitir el crecimiento 
(aumentar en tamaño) de los tejidos blandos internos (Morales y Cuellar, 2014). 

Nanomaterial Estructuras con al menos una dimensión inferior a 100 nm (Vazquez-Muñoz, 2017). 
Necrosis Muerte patológica de un conjunto de células o de cualquier tejido del organismo, 

provocada por un agente nocivo que ha provocado una lesión tan grave que no se 
puede reparar. Una vez que se ha producido y desarrollado la necrosis, es 
irreversible (Morales y Cuellar, 2014). 

Patógeno Es toda aquella entidad biológica capaz de producir enfermedad o daño en la 
biología de un hospedero (humano, animal, vegetal, entre otros) sensiblemente 
predispuesto (Morales y Cuellar, 2014). 

Pool Grupo de muestras que son obtenidas y/o procesadas de forma combinada para 
reducir variabilidad genética (Morales y Cuellar, 2014). 

Potencial Z Medida de la magnitud de electrostática o repulsión / atracción de carga entre 
partículas, y es uno de los parámetros fundamentales que se sabe afectan la 
estabilidad. Su medición aporta una comprensión detallada de las causas de 
dispersión, agregación o floculación, y puede aplicarse para mejorar la formulación 
de dispersiones, emulsiones y suspensiones (Vazquez-Muñoz, 2017). 

Respuesta innata También conocida como inmunidad inespecífica; consiste en un sistema de 
mecanismos de defensa con el que cuenta un organismo y que lo protege contra 
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bioagresores. Impide que ingrese a los tejidos, materiales dañinos u organismos 
patógenos (Morales y Cuellar, 2014). 

Secuenciación Técnica que permite conocer el orden de los nucleótidos en una molécula de ADN 
(Hernández et al., 2020). 

Tóxico Sustancia química que, administrada a un organismo vivo, tiene efectos nocivos 
(Morales y Cuellar, 2014).  

Toxicidad aguda 
(inmediata) 

Capacidad de una sustancia de causar daño durante su exposición a esta. Los 
síntomas se pueden presentar durante la exposición, pocas horas después, o pocos 
días después de la exposición (United Nations, 2016). 

Toxicidad crónica 
(largo plazo)  

Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos en un organismo 
debido a la exposición continua o repetida de cantidades relativamente bajas 
durante un periodo prolongado. 

Valor Q (Phred) Valor de calidad de cada base secuenciada. Un valor de 30 indica que la precisión 
de la base secuenciada es del 99.9% (Hernández et al., 2020). 

Virión Partícula vírica morfológicamente completa e infecciosa (Morales y Cuellar, 2014).  
Virulencia Designa el carácter patogénico, nocivo y violento de un microorganismo, como una 

bacteria, hongo o virus (Morales y Cuellar, 2014). 
Virus Entidad biológica capaz de autorreplicarse utilizando la maquinaria celular de un 

hospedero (Morales y Cuellar, 2014).  

 
Nota aclaratoria: Para una mejor interpretación del manuscrito, se realizó un glosario de vocabulario 
técnico, las cuales algunas de las definiciones fueron sacadas del manuscrito de Morales, V. y J. Cuéllar-
Anjel (eds.). 2014. Guía Técnica – Patología e Inmunología de Camarones Penaeidos. OIRSA, Panamá, 
Rep. de Panamá. 
 



1. INTRODUCCIÓN

El cultivo de camarón es uno de los sistemas de producción acuícola de mayor crecimiento en 

las últimas décadas en Asia y América Latina (FAO, 2020), en México su cultivo representa la 

principal actividad acuícola, siendo Penaeus vannamei, la especie de camarón mayormente 

cultivada debido a su fuerte oferta y demanda en el mercado nacional e internacional. Así como, 

su buena adaptación a desarrollarse a distintas condiciones de densidad de producción, 

salinidad, y al cautiverio. Cuando su manejo es adecuado, los rendimientos en términos de 

producción y productividad que se generan son muy elevados comparado contra otros cultivos 

de camarón (e.g., Farfantepenaeus californiensis, Penaeus monodon) (Chávez-Sánchez & 

Higuera-Ciapara, 2003; Nisar et al., 2021). Estas características han contribuido a que su cultivo 

se haya extendido, diversificado (e.g., cultivo en jaulas flotantes), intensificado (e.g., cultivo 

intensivo e hiperintensivo) y avanzado tecnológicamente (e.g., cultivo en biofloc) en todo 

territorio mexicano (Chávez-Sánchez & Higuera-Ciapara, 2003; Lara-Espinoza et al., 2015; 

Oliveira-Pinto et al., 2020; Esparza-Leal et al., 2020; Aïzonou et al., 2021; Emerenciano et al., 

2021). Sin embargo, como en toda actividad productiva, no está exenta de problemas sobre 

todo en sanidad, siendo las enfermedades virales, una de las principales amenazas que enfrenta 

la industria del camarón (Álvarez-Ruiz, 2012).  

Los virus son agentes infecciosos de carácter intracelular estricto, es decir, que no son capaces 

de autorreplicarse, por lo que necesitan infectar células hospederas, apoderándose de su 

maquinaria celular para hacer copias de sí mismo (Morales-Covarrubias, 2010). Uno de los 

principales patógenos para el camarón de cultivo en las últimas tres décadas, es el virus del 

síndrome de la mancha blanca (mejor conocido como “WSSV”, por sus siglas en inglés), el cual 

genera mortalidades en post-larvas y juveniles de hasta un 100% de la producción, en un lapso 

que puede tardar de 3 a 10 días después de los primeros signos clínicos de la enfermedad 

(Sánchez-Paz, 2010; Lightner, 2011). Un camarón infectado por este patógeno manifiesta 

comportamiento letárgico, reducción en la ingesta de alimento, nado errático (desorientación), 

anoxia (falta de oxigenación), pérdida de cutícula, coloración rozada a rojiza debido a la 

expansión de los cromatóforos del epitelio cuticular y dependiendo de la especie puede 
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presentar manchas blancas sobre su exoesqueleto (Escobedo-Bonilla et al., 2008; Bustillos-Ruiz 

et al., 2009; Leu et al., 2009; Morales-Covarrubias, 2010). La infección de WSSV es altamente 

virulenta, contagiosa y no tiene un tratamiento comercial profiláctico o terapéutico que sea 

capaz de proteger la salud del camarón, esto ha generado un problema sanitario tan grave que 

no solamente ha impactado económicamente a este sector productivo, sino que también ha 

generado desempleo entre los acuicultores, restricciones a la exportación y la disminución de la 

confianza del consumidor hacia el producto (Moser et al., 2012). 

 

Ante esta problemática, la nanotecnología basada en nanomateriales es un campo emergente 

con múltiples aplicaciones en el cultivo del camarón, principalmente para el tratamiento de 

enfermedades causadas por patógenos (Khosravi-Katuli et al., 2017; Meneses-Márquez et al., 

2018). La nanotecnología es un campo de estudio capaz de observar, medir, manipular y 

producir estructuras de tamaño nanométrico que oscilan entre 0.1 a 100 nm, las cuales se 

clasifican acorde a su tamaño, forma e interacciones biológicas (Rai et al., 2009; Albanese et al., 

2012; Morris et al., 2019). Entre los nanomateriales, se destaca el uso de nanopartículas de 

plata (AgNPs por sus siglas en inglés) y ha surgido como un tratamiento alternativo contra virus, 

bacterias resistentes a antibióticos y hongos (Meneses-Márquez et al., 2018). En los últimos 

años, los productos Argovit® (productos basados en AgNPs) han llamado mucho la atención, 

debido a su alta actividad antimicrobiana de amplio espectro, su baja toxicidad en células 

eucariotas y su excelente biocompatibilidad (Borrego et al., 2016; Ruiz-Ruiz et al., 2020; Luna-

Vázquez-Gómez et al., 2021). Estos productos se han utilizado como agente antibacteriano 

contra Candidatus Liberibacter asiaticus, bacteria responsable de la enfermedad de HLB 

(Huanglongbing) en lima mexicana Citrus aurantifolia (Stephano-Hornedo et al., 2020). En el 

área médica, se ha aplicado en pacientes con ulceras de pie diabético para prevenir 

amputaciones (Almonaci-Hernández et al., 2017; 2020) y para combatir infecciones de hongos 

como Candida albicans, agente causante de vulvovaginitis micótica (Vazquez-Muñoz et al., 

2014). Como agente antiviral se ha aplicado para tratar perros infectados con moquillo canino 

(Bogdanchikova et al., 2016) y se ha evaluado in vitro contra el virus de la fiebre del rio rift 

(Borrego et al., 2016). En acuicultura, este producto se ha aplicado eficazmente como agente 

antiparasitario contra los protozoarios Tetrahymena pyriformis (Fuentes-Valencia et al., 2020) y 
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Perkinsus marinus (Bravo-Guerra et al., 2020), y contra el platelminto Cichlidogyrus spp 

(Pimentel-Acosta et al., 2019).  

 

En la actualidad, la información sobre la eficacia de las AgNPs contra virus que afectan a los 

camarones aún es escasa. Sin embargo, estudios realizados por nuestro grupo de investigación 

han demostrado que Argovit®, manejado por inyección intramuscular es eficaz para prevenir 

(método profiláctico) y/o tratar (método terapéutico) infecciones de WSSV en camarón (Juárez-

Moreno et al., 2017; Ochoa-Meza et al., 2019). Sin embargo, la aplicación intramuscular resulta 

impráctico en el campo productivo, considerando la enorme cantidad de organismos a tratar. 

Por lo que esta tecnología debe enfocar su aplicación a través del alimento, y evaluar sus 

efectos tóxicos en la salud del camarón. 

 

El propósito de este trabajo fue estudiar las características de nuevas formulaciones de 

Argovit®, seleccionando aquella con mejor actividad antiviral, evaluando su toxicidad, y 

determinando su capacidad inmunoestimulante. La actividad antiviral de la formulación 

seleccionada fue evaluada vía intramuscular y per os. Asimismo, se estudió el mejor régimen 

alimenticio con el fin de determinar su efecto sobre el crecimiento y estado de salud (toxicidad) 

del camarón, analizando por histología el daño a hepatopáncreas. Todos los bioensayos fueron 

realizados en juveniles de camarón P. vannamei, tallas desde 2 a 7 gramos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

 
 

2. ANTECEDENTES 

 
2.1 AgNPs como agente antiviral  

 

En los últimos años, se han suscitado nuevos brotes de enfermedades infecciosas y ha habido 

un incremento a la resistencia antiviral a los medicamentos, lo que ha generado numerosas 

investigaciones enfocadas en el desarrollo de nuevos fármacos y/o formulaciones basadas en 

AgNPs como agente antiviral debido a su alto potencial antimicrobiano de amplio espectro (Kim 

et al., 2010; Galdiero et al., 2011; Juárez-Moreno et al., 2017). El tamaño y la forma de las 

AgNPs son dos parámetros importantes en la actividad antiviral. Dimensiones inferiores a 10 nm 

producen superficies más reactivas, y la variación de la forma (por ejemplo, triangular, barra o 

espiral) afectan drásticamente el mecanismo de acción antiviral, siendo las AgNPs esféricas y 

cilíndricas las más fagocitadas (Soiza et al., 2018; Marimuthu et al., 2020; Pilaquinga et al., 

2021). Diversos estudios confirman la actividad antiviral que ejercen las AgNPs sobre diferentes 

tipos de virus que causan enfermedades infecciosas (e.g., humanos, simios, cerdos, bovinos y 

pollos), como la influenza H1N1 (Mehrbod et al., 2009; Mori et al., 2013), virus parainfluenza 

humano tipo 3 (Galdiero et al., 2013), adenovirus humano tipo 3 (Chen et al., 2013), virus 

respiratorio sincitial (Yang et al., 2016; Morris et al., 2019), el virus de la inmunodeficiencia 

humana (Elechiguerra et al., 2005; Lara et al., 2010), herpes  simple tipo I y tipo 2 (Baram- Pinto 

et al., 2009; Hu et al., 2014; Orlowski et al., 2014), hepatitis B (Lu et al., 2008), virus del ébola 

(Yen et al., 2015 ), Virus Tacaribe (Speshock et al., 2010), virus de la viruela del simio o 

monkeypox (Rogers et al., 2008), virus de la peste porcina africana (Thi Ngoc Dung et al., 2020), 

virus de la diarrea epidémica porcina (Du et al., 2018), virus de la poliomielitis (Huy et al., 2017), 

virus del dengue (Suresh et al., 2015), virus del chikungunya (Sharma et al., 2018), virus de la 

malaria (Elumalai et al., 2017), SARS-CoV-2 (Jeremiah et al., 2020), virus de enfermedad bursal 

infecciosa (Pangestika et al., 2017), adenovirus tipo 3 (Chen et al., 2013) y herpesvirus bovino 

tipo I (El-Mohamady et al., 2018). Estos estudios han creado enormes expectativas sobre las 

AgNPs como terapia alternativa antiviral. 
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2.2 Aplicación Argovit® como agente antiviral  

 

El diseño de las AgNPs de Argovit® en conjunto con sus propiedades físico-químicas, les 

confieren un enorme potencial para controlar agentes infecciosos potencialmente patógenos. 

En este sentido, Borrego et al. (2016) evaluó su actividad antiviral contra el virus de la fiebre del 

valle rift en cultivo celular Vero® y ratón INFAR® (ratón deficiente del receptor interferón tipo I), 

logrando una reducción significativa de la infectividad del patógeno tanto de forma in vitro e in 

vivo. Por otra parte, Bogdanchikova et al. (2016) evaluó su potencial terapéutico contra el virus 

del moquillo canino en etapas clínicas no neurológica (con afectación digestiva, cutánea y 

respiratoria) y neurológica (con daño al sistema nervioso) de la enfermedad. Para este estudio, 

Argovit® fue suministrado diariamente en dosis de 1 mg/Kg (miligramo de AgNPs por kilogramo 

de peso) durante 15 días. Los resultados revelaron más del 90% de supervivencia en aquellos 

organismos que fueron tratados en etapa no neurológico, recuperándose de la enfermedad y 

sin secuelas, mientras que, en aquellos organismos que fueron tratados en etapa avanzada 

neurológicas de la enfermedad, se obtuvo un 6% de supervivencia. Estos resultados demuestran 

el enorme potencial de Argovit® como tratamiento alternativo contra el virus del moquillo 

canino en etapas iniciales de la enfermedad.  

 

Asimismo, en las postrimerías de la pandemia de Covid-19, Almanza-Reyes et al. (2021) 

demostró la actividad antiviral de una variante de Argovit® (Ag-Protect), sobre la infección por 

SARS-CoV-2 en células cultivadas Vero E6® (Cat. No. CRL-1586), posteriormente, Ag-Protect® se 

aplicó como tratamiento preventivo en el personal de áreas hospitalarias (Hospital General de 

Tijuana, B.C., México), con estrecha interacción en pacientes diagnosticados de COVID-19. El 

grupo experimental recibió instrucciones de realizar enjuagues bucales y nasales con la solución 

de AgNPs, mientras que, al grupo control se le indicó que se hiciera enjuagues bucales y nasales 

de manera convencional. La incidencia de infección por SARS-CoV-2 fue significativamente 

menor en el grupo experimental (dos participantes de 114, 1.8%) en comparación con el grupo 

control (33 participantes de 117, 28.2%), con un 84.8% eficiencia.  
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Con respecto a virus de interés acuícola, esta formulación se ha aplicado contra WSSV en 

camarón Penaeus vannamei, demostrando que una sola dosis profiláctica intramuscular de 

AgNPs (50 ng/µL) es capaz de aumentar la supervivencia de los camarones hasta un 80%, sin 

efectos tóxicos (Juárez-Moreno et al., 2017). Por otra parte, Ochoa Meza et al. (2019) demostró 

que la misma dosis intramuscular, pero de forma terapéutica puede retardar la infección de 

WSSV, incluso en presencia de una alta concentración de iones ferrosos (Fe2+). Los iones Fe2+ en 

ambiente acuoso pueden controlar la expresión de los genes de virulencia bacteriano y WSSV, lo 

que ocasiona un aumento sinérgico de la enfermedad, es decir, que infectividad o virulencia del 

patógeno hacia el hospedero se potencializa (Litwin & Calderwood, 1993; Lin et al., 2015). 

 

2.3 Mecanismo de acción antiviral  

 
Investigaciones enfocadas a explicar el mecanismo de acción antiviral describen que las AgNPs 

experimentan una afinidad hacia residuos que contienen azufre en las glucoproteínas de la 

envoltura del virus (Fig. 1), y este complejo de AgNPs-virus interfiere con la adhesión en la célula 

hospedera durante las primeras etapas de infección (Elichiguerra et al., 2005; Rogers et al., 

2008; Lara et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mecanismo de acción antiviral de las AgNPs en la cápside viral. a) Micrografía del virus 
VIH-1 expuesto a AgNPs, b) Micrografía del virus HIV-1 sin AgNPs (modificado de Elechiguerra et 
al, 2005). 
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Alternativamente, un segundo mecanismo sugiere que las AgNPs son capaces de cruzar la 

membrana celular y bloquear eficazmente los factores celulares necesarios para el ensamblaje 

adecuado de la progenie viral (Fig. 2) (Galdiero et al., 2011; Greulich et al., 2011; Khandelwal et 

al., 2014). Sin embargo, no es del todo claro y aún está en discusión.  

 

Figura 2. Mecanismo alternativo de acción antiviral de las AgNPs (Khandelwal et al., 2014). 
 

Los dos mecanismos propuestos tienen en común, que las AgNPs interfieren con la replicación 

viral tanto en etapa inicial de la infección como en el ensamble del virión. No obstante, estas 

AgNPs tienen la capacidad de internalizarse dentro los sistemas biológicos y generar una 

respuesta inmune en el organismo hospedero, por lo que, esto no se descarta como probable 

acción antiviral (Dacoba et al., 2017; Coutiño et al., 2017). 

 

2.4 Internalización celular  

 

El proceso de internalización celular de las AgNPs depende de variables como: concentración 

administrada, tamaño, forma, carga iónica, tiempo de exposición y estado en que está se 

encuentre la célula (Coutiño et al., 2017). Las AgNPs de carga neutra (sin carga; Ag0) y pequeñas 

(<12 nm) pueden difundirse rápidamente por la membrana celular por vía lipídica directa. Por 

otra parte, las AgNPs en forma iónica de carga positiva, pueden entrar por despolarización de la 

membrana celular, induciendo la apertura de poros de canales (canal de calcio) y bombas 
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iónicas (sodio-potasio), afectando su permeabilidad y funcionabilidad de membrana (Milic et al., 

2015; Coutiño et al., 2017). Por otra parte, AgNPs de 30-50 nm pueden entrar por endocitosis 

mediada por receptores celulares para ingresar mediante vesículas de clatrina y AgNPs mayor a 

70 nm se internalizan por pinocitosis donde eventualmente alcanzarán el lisosoma (Alkilany & 

Murphy, 2010; Albanese et al., 2012). (Fig. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema de los mecanismos de entrada de la AgNPs a la célula (Coutiño et al., 2017). 
 

En resumen, las AgNPs pueden transportarse al interior de las células eucariotas por vía 

endocítica mediada por receptores o por pinocitosis, o bien dependiendo de la carga, tamaño y 

concentración pueden acceder libremente por difusión o por medio de vesículas de caveolina 

(Coutiño et al., 2017). Dentro de la célula, las interacciones de las AgNPs con el sistema 

biológico son inevitables, por lo que, estas pueden estimular respuesta inmune, 

inmunosupresión, estrés oxidativo o simplemente ser inocuas, es decir, no causan ningún efecto 

nocivo en el cuerpo del hospedero (Kononenko et al., 2015; Dacoba et al., 2017). 

 

2.5 Activación de la respuesta inmune 
 

La función principal del sistema inmune es detectar y reconocer sustancias foráneas para 

proteger al hospedero (Kulkarni et al., 2021). Teniendo en cuenta lo anterior, las AgNPs tienen 

la capacidad de penetrar la membrana celular debido a su tamaño nanométrico, y estimular una 

respuesta inflamatoria mediada por las citocinas IL-1, IL-6 y TNF-α (Kononenko et al., 2015). En 

vertebrados e invertebrados, el proceso de inflamación es una respuesta inmune y surge como 

mecanismo de defensa para destruir agentes extraños y reparar tejidos u órganos dañados. En 
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este sentido, Trickler et al. (2010) observó que el proceso inflamatorio de las AgNPs sobre 

células endoteliales del cerebro de ratón fue significativamente más alto en AgNPs de que 25 

nm comparado con 40 y 80 nm. Esto sugiere, que la intensidad de la respuesta inflamatoria se 

correlaciona dependiendo del tamaño de la nanopartícula, es decir, entre más pequeñas son 

más bioactivas, debido a que tiene mayor área superficial. Por otra parte, las AgNPs cargadas 

positivamente poseen una alta capacidad inflamatoria más que las cargadas negativamente o 

neutras (Dobrovolskaia et al., 2007). También la carga superficial juega un papel importante en 

la actividad fagocítica, ya que tanto la carga catiónica (positiva) como la aniónica (negativa) son 

más atractivas para los fagocitos en comparación con las partículas neutras del mismo tamaño 

(Zahr et al., 2006). Por otra parte, las nanopartículas metálicas de cobalto interactúan con 

células del sistema innato mediante mecanismos relacionados con receptores tipo Toll (TLRs), 

en particular TLR-4, que funciona como proteína transmembranal de señalización y finalizan con 

la activación de la respuesta inmune innata (Potnis et al., 2013). 

 

En el caso particular del camarón, su sistema inmune está basado por la inmunidad innata que 

consiste en efectores celulares y humorales (Rendón & Balcázar, 2003; Vaseeharan et al., 2006; 

Fonseca-Moreno et al., 2013).  Cuando su cuerpo es invadido por agentes extraños, los 

hemocitos migran a estos sitios de infección (infiltración) y generan una respuesta inflamatoria. 

En estos sitios de infección ocurre el proceso de fagocitosis y/o la formación de agregados 

celulares en torno de las partículas invasoras (nodulación y encapsulación). Comúnmente, estas 

respuestas culminan con la liberación de diferentes moléculas inmunoefectoras (e.g. melanina, 

péptidos antimicrobianos), capaces de neutralizar y degradar los agentes invasores 

(Jiravanichpaisal et al., 2006). En este sentido, Ochoa-Meza et al. (2019) encontró que una dosis 

terapéutica intramuscular de 50 ng/µL de AgNPs Argovit® fue capaz de retardar la infección por 

WSSV e inducir una respuesta transcripcional de los genes LGBP y Cu/Zn-SOD asociados al 

sistema inmune del camarón por la presencia de altas concentraciones de ion ferroso. Por su 

parte, Sivaramasamy et al. (2016) reportó que las AgNPs (5-25 nm) promueven incrementos en 

el número de hemocitos totales y expresión de genes relacionados al sistema inmune en varios 

tejidos del camarón. Estos estudios sugieren que las AgNPs promueven un estado 

inmunomodulador en el camarón. Sin embargo, dependiendo de las propiedades fisicoquímicas 
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de la nanopartícula, pueden generar respuesta inmune, inmunosupresión o estrés oxidativo 

mediada por ROS.   

 

2.6 Efectos de tóxicos  

 

Existe aún controversia acerca de la toxicidad de las nanopartículas metálicas, ya que estos 

dependen de la forma, carga superficial, tamaño, dosis administrada y estado de aglomeración. 

Estos parámetros influyen directamente en la respuesta de naturaleza oxidativa, por lo que, el 

diseño de las AgNPs es muy importante (Cho et al., 2009; Coutiño et al., 2017). La generación de 

EROs (especies reactivas de oxígeno) y EO (estrés oxidativo) parecen ser dos mecanismos 

potenciales de toxicidad (Hsin et al., 2008). En el organismo debe existir un equilibrio entre las 

EROs y los sistemas de defensa antioxidante. Cuando dicho equilibrio se rompe a favor de las 

EROs se produce el denominado estrés o daño oxidativo (Kohen & Nyska, 2002). El mecanismo 

antioxidante mediando por la acción de glutatión peróxidasa (GPX), catalasa (Cat), tiorredoxina 

(Trx), superóxido dismutasa (SOD) y peroxidasa de tiorredoxina (TrxR) son responsables de 

neutralizar el estrés oxidativo de las EROs generado en gran medida por el metabolismo 

energético mitocondrial (Ahamed & Siddiqui, 2007). Sin embargo, se ha visto que las AgNPs son 

capaces de interaccionar con las enzimas GPX y SOD, disminuyendo su actividad, promoviendo 

peroxidación lipídica (Carlson et al., 2008). En consecuencia, la acumulación de EROs y el estrés 

oxidativo provocan una gran cantidad de eventos fisiológicos y celulares incluyendo el estrés, 

perturbación y destrucción de la mitocondria, apoptosis, inflamación y daño al ADN (Ahamed et 

al., 2010). La Figura 4 muestra ejemplifica mecanismos citotóxicos inducidos por las AgNPs 

metálicas.  
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Figura 4. Mecanismo de citotoxicidad inducidos por AgNPs (modificado de AshaRani et al., 
2009). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 
La industria del camarón participa activamente generando divisas a los países productores; tan 

solo Ecuador vendió en 2021, 1000 millones de dólares a los Estados Unidos. Debido a su alta 

oferta y demanda en los mercados internaciones, la actividad ha incrementado su importancia 

para el desarrollo regional, donde se ubican granjas de camarón, congeladoras, centrales de 

abastos, empresas de insumos y/o equipos acuícolas. Sin embargo, esta actividad productiva no 

está exenta de problemas, sobre todo, por el manejo inadecuado del cultivo y por la presencia 

de agentes infecciosos. En este contexto, el WSSV representa uno de los problemas sanitarios 

más importantes para esta industria, ya que es altamente contagioso y letal para el cultivo de 

camarón. Hasta el momento no se cuenta con algún tratamiento comercial que elimine su 

impacto, que puede causar hasta un 100% de mortalidades en la producción en un lapso de 3 a 

10 días después de los primeros signos de la enfermedad. Esto abre una ventana de 

oportunidades para buscar estrategias capaces de proteger la salud del camarón. En este 

sentido, el uso de las AgNPs de Argovit® ha llamado la atención, gracias a su potencial 

antimicrobiano ante distintos virus y otros patógenos, así como, su baja toxicidad en células 

eucariotas y su excelente biocompatibilidad, es decir, su buena capacidad para desempeñar una 

respuesta adecuada en el medio biológico, sin provocar efectos indeseables, lo convierte en una 

excelente alternativa para el tratamiento del virus WSSV. Derivado de lo anterior, el presente 

estudio pretende contribuir al conocimiento de las propiedades antimicrobianas mediante el 

uso de AgNPs de Argovit® incluido en alimento contra el virus WSSV. La presente propuesta es 

una opción terapéutica contra este patógeno, para mejorar la sanidad del camarón de cultivo, 

beneficiando a las familias dedicadas a esta actividad. Sin embargo, al aplicar esta tecnología en 

el campo productivo, surge la necesidad de entender su mecanismo de acción antiviral y 

generar conocimiento sobre los efectos en el crecimiento, estatus de salud, capacidad 

inmunoestimulante y toxicidad que está pueda ocasionar en el camarón.  
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4. HIPÓTESIS 

 

Si una sola dosis de AgNPs suministrada a camarones por vía intramuscular no ocasiona signos 

de toxicidad y promueve un efecto antiviral contra WSSV. Entonces, la aplicación de AgNPs 

incluidas en alimento generará una respuesta protectora contra WSSV sin efectos nocivos en el 

crecimiento y salud de juveniles camarón. 
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5. OBJETIVOS 
 
5.1 Objetivo general 
 
Evaluar la toxicidad y mecanismos antivirales de AgNPs, cuando son administradas al camarón 

(Penaeus vannamei) por vía intramuscular y adicionadas en el alimento, mediante infecciones 

experimentales contra WSSV. 

 

5.2 Objetivos particulares 
 

1. Seleccionar la formulación de AgNPs (Argovit®) con mayor potencial antiviral y baja 

toxicidad de entre cinco formulaciones, administrándolas intramuscularmente en 
juveniles de camarón y retándolos contra WSSV. 

2. Identificar genes implicados en mecanismos de defensa del camarón por efectos de la 

formulación de las AgNPs seleccionadas mediante análisis transcriptómico. 

3. Determinar toxicidad aguda de las AgNPs incluidas en el alimento de juveniles de 

camarón. 

4. Evaluar la actividad antiviral contra WSSV con una sola dosis de las AgNPs incluidas en 

alimento.  

5. Analizar la respuesta transcripcional de genes del sistema inmune en camarones 

tratados con AgNPs incluidas en el alimento. 

6. Evaluar la toxicidad crónica, alteraciones en crecimiento y daño histológico en 

hepatopáncreas, ocasionados por la administración continua o intermitente de AgNPs 

incluidas en el alimento. 

7. Evaluar el efecto antiviral contra WSSV en camarones tratados con AgNPs incluidas en el 

alimento después de cuatro semanas de tratamiento. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



15 
 

 
 

6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

6.1 Efecto de toxicidad aguda en camarón a dosis intramusculares de AgNPs 
 

6.1.1 Obtención y preparación de AgNPs 

 

En este estudio se analizaron cinco formulaciones de AgNPs (Argovit®) que fueron donadas por 

la Dra. Nina Bogdanchikova de CNyN-UNAM de Ensenada, B.C. Los productos Argovit® 

(Novosibirsk, Rusia; patente 2427380 y 2014200380) consisten en una solución de AgNPs 

esféricas de 35 ± 15 nm a una concentración de 12 mg/mL de partícula metálica funcionalizada 

con 188 mg/mL de PVP a distintas masas moleculares (8-12 kDa, 10-16 KDa; 45-58 KDa). La 

caracterización fisicoquímica se muestra en la Tabla 1. 

 

 

Para el estudio de toxicidad aguda, las AgNPs de Argovit® fueron diluidas en PBS 1X (137 mM 

NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7.4) para obtener dosis en relación a la 

cantidad de AgNPs administrado por gramo de peso del espécimen. Las dosis probadas fueron 

50 y 1000 (ng de AgNPs/g de camarón) de cada formulación, administradas en 100 µL de bufer 

PBS 1X.  

 

 

Tabla 1. Propiedades fisicoquímicas de las formulaciones de Argovit®.  

Propiedades AgNPs-1® AgNPs-2® AgNPs-3® AgNPs-4® AgNPs-5® 

Peso molecular del polímero (kDa) 8 - 12 10 – 16 10 - 16 45 - 58 45-58 
Contenido de plata metálica (mg/mL) 12 
Contenido de PVP (mg/mL) 188 
Morfología de la partícula Esferoide 
Diámetro promedio de la partícula metálica 
mediante TEM (nm) 

35±15 

Intervalo de tamaño de las partículas metálica 
mediante TEM (nm)  

1 a 90 

Diámetro Hidrodinámico: AgNP con PVP (nm)  70 
Potencial Z (mV) -15 
Resonancia plasmónica de superficie (nm) 420 
Estructura PVP mediante FTIR Confirmada 



16 
 

 
 

6.1.2 Camarones experimentales 
 
Se obtuvieron juveniles de camarón de 6.0 ± 2.0 g de la empresa Inmobiliaria Osiba de San 

Ignacio de Dimas, Sinaloa. Los camarones fueron transportados al Departamento de Acuicultura 

del CIIDIR-IPN y colocados en tanques con 500 L de agua marina a 30 UPS (Unidades Prácticas 

de Salinidad) y aireación constante. Los camarones se alimentaron ad libitum dos veces al día 

con alimento comercial (Camaronina®, Purina-Cargill LTD, Minnesota, USA) con 35% de 

proteína. Posteriormente, se analizaron 20 camarones de manera aleatoria para descartar la 

presencia de WSSV, virus de la necrosis hipodermal hematopoyética (IHHNV) y Vibrio causante 

de la enfermedad de la necrosis aguda del hepatopáncreas (VAHPND). 

 

6.1.3 Diseño experimental  
 

El experimento consistió en evaluar el efecto tóxico de 5 formulaciones Argovit® en camarón. Se 

probó una dosis baja (50 ng/g), basado en estudios de Juárez-Moreno et al. (2017) y una dosis 

20 veces más alta (1000 ng/g). Ambas dosis fueron aplicadas por vía intramuscular en 100 µl de 

bufer PBS 1X. El diseño se describe en la Tabla 2 con 10 organismos por réplica y tres réplicas 

por grupo.  

  

Tabla 2. Evaluación de la toxicidad aguda de cinco formulaciones de AgNPs aplicadas por 
vía intramuscular.  

Grupo Tratamiento AgNPs (ng/g)1 Peso (g)2 AgNPs/100µL (ng)3 

1 
AgNPs-1® 

50 6 300 

2 1000 6 6000 

3 
AgNPs-2® 

50 6 300 
4 1000 6 6000 

5 
AgNPs-3® 

50 6 300 
6 1000 6 6000 

7 
AgNPs-4® 

50 6 300 
8 1000 6 6000 

9 
AgNPs-5® 

50 6 300 
10 1000 6 6000 

11 Ctrl. PBS 1X - 6 - 
1
 nanogramos de AgNPs por gramo de camarón. 

2
 Peso de cada camarón. 

3
 AgNPs Inyectadas a cada camarón diluidas en 100 µL de bufer PBS 1X. 
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Las dosis en ng/g se administraron intramuscularmente entre el tercer y cuarto segmentos 

abdominales de los organismos experimentales. Los camarones fueron colocados en acuarios de 

vidrio con 25 L de agua marina a 30 UPS, 27 ± 1 °C y aireación continua. Se alimentaron 

diariamente con alimento comercial (Camaronina® con 45% de proteína), de acuerdo al 4% de 

la biomasa en dos raciones diarias (8:00 am a 6:00 pm). Se registraron la mortalidad y efectos 

tóxicos de acuerdo a su comportamiento (letargia, nado errático, falta de apetito) cada 12 h 

durante 96 h. El alimento no consumido, las heces y mudas fueron removidos por sifoneo cada 

48 h con recambio de agua del 50%. Al final de ensayo se determinó el porcentaje de 

supervivencia mediante la siguiente formula: 

 

                  (
                            

                              
)      

 

6.2 Análisis de la virulencia de WSSV cuando es sometido a AgNPs  
 
6.2.1 Organismos experimentales  
 

Para este bioensayo, los camarones experimentales de 2.0 ± 0.5 g fueron donados por el Dr. 

Héctor Manuel Esparza Leal. Este lote de camarón provenía del Laboratorio de Acuicultura del 

CIIDIR-Sinaloa. Al igual que el apartado 6.1.2, se les realizaron pruebas de PCR para confirmar la 

ausencia de WSSV, IHHNV y VAHPND. 

 

6.2.2 Preparación del inóculo infeccioso   
 

El inóculo infeccioso de WSSV (aislado Guasave-2005) fue proporcionado por el Laboratorio de 

Bioquímica y Biología Molecular del CIIDIR. El inóculo se preparó de acuerdo con la metodología 

descrita por Álvarez-Ruiz et al (2013). Se inyectaron 10 camarones por vía intramuscular con 

una dilución del inóculo (1:100 con PBS 1X) y se colocaron en un acuario de vidrio con 40 L de 

agua marina a 30 UPS, 27 ± 1.0 °C, con aireación y un filtro de cascada. Cuando los camarones 

presentaron signos de enfermedad se colectaron, se extrajo el tejido muscular, se pesó y se 

homogenizó en un mortero con 10 volúmenes de búfer PBS 1X. El homogenizado se transfirió a 

(1) 
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tubos de 1.6 mL, se centrifugó a 13,000 x g durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se 

transfirió a tubos nuevos de 1.6 mL, y se centrifugó nuevamente a 13,000 x g durante 20 

minutos a 4°C. El sobrenadante se filtró por 0.45 µm (Millipore®) y se almacenó en alícuotas a -

70°C. 

 

6.2.3 Titulación del inoculo    

 

El título viral se determinó acorde a lo descrito por Álvarez-Ruiz et al. (2013) y Apún-Molina et 

al. (2017). Para esto, se prepararon 6 diluciones seriadas (factor de dilución 10) del nuevo 

inóculo, utilizando buffer PBS 1X como diluyente. Se inocularon por vía intramuscular a 

camarones de manera individual 100 μL de las 10−3, 10−4, 10−5 y 10−6. La inyección se realizó 

entre el tercer y cuarto segmentos abdominales en cinco especímenes por dilución. Los 

camarones infectados fueron colocados en acuarios con 25 L de agua marina filtrada, a 30 UPS, 

27 ± 1°C y aireación constante. Se registró el comportamiento y la mortalidad cada 12 h por un 

periodo de 96 horas. El título viral se calculó de acuerdo a la fórmula propuesta por Reed & 

Muench (1938). Los resultados obtenidos fueron descritos como SID50/mL (dosis infecciosas 

media de camarón por mL). La figura 5 resume todo el proceso para determinar el título viral. 

 

 

   
   

   
   

Donde:  
DP= Distancia proporcional 
A= corresponde al porcentaje de mortalidad obtenido por encima del 50%; 
B= corresponde al 50% de mortalidad;  
C= corresponde al porcentaje de mortalidad por debajo del 50%. 

 

 

 

 

 

 

(2) 
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Figura 5. Diagrama del flujo de la titulación de inóculos infecciosos de WSSV. 
 

6.2.4 Selección de la dosis infecciosa (SID50) de trabajo  
 

El diseño experimental para seleccionar la dosis mínima en SID50, capaz de generar 100% de 

infección y proyectar claros signos clínicos de la enfermedad, se realizó por triplicado (n=10 

organismos por réplica) y consistió en 3 grupos experimentales y un grupo control (Tabla 3). Los 

organismos de los grupos experimentales se infectaron por vía intramuscular con 7, 10 y 100 

SID50 en 100 µL de PBS 1X. Mientras que, en el grupo control solamente recibieron 100 µL de 

buffer PBS. Se monitorearon los signos de la enfermedad cada 6 h. El experimento terminó 

cuando todos los camarones infectados murieron, es decir, cuando se obtuvo un 100% de 

mortalidad en las tres dosis infecciosas.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 3. Selección de la dosis infecciosa de trabajo  

Grupo Tratamiento Infección con WSSV 

1 7 SID50 Si  
2 10 SID50 Sí 
3 100 SID50 Sí 

C (-) PBS No 
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6.2.5 Efecto en la virulencia de WSSV  
 

Con la finalidad de evaluar el efecto antiviral de las 5 formulaciones de AgNPs sobre inóculos 

infecciosos de WSSV se seleccionó el titulo viral de 7 SID50 (inciso 6.2.3), ya que esta dosis fue 

capaz de generar una infección del 100% de mortalidad a 72 hpi, con signos claros de la 

enfermedad. Esta cantidad de virus (7 SID50) se puso en contacto con diferentes cantidades de 

AgNPs (40, 100, 200 y 1000 ng), juntos, virus y AgNPs diluidos en 100 µL de buffer PBS. Las 

mezclas se mantuvieron en agitación suave (50 RPM) por 1 hora. Posteriormente fueron 

inyectadas a los camarones. El diseño experimental consistió en 20 grupos experimentales y 2 

grupos control; control negativo (camarones tratados solo con PBS) y control positivo (WSSV en 

PBS sin AgNPs). El experimento se realizó por triplicado, utilizándose 30 organismos por 

tratamiento (n=10 organismos por réplica). El diseño experimental se describe en la Tabla 4.  

 

Durante el experimento, los camarones fueron mantenidos en acuarios de vidrio con 25 L de 

agua marina (30 UPS; 27±1°C) y aireación constante. Los juveniles se alimentaron acorde al 4% 

Tabla 4. Análisis de la virulencia de WSSV cuando es sometido a AgNPs 

Grupo Descripción ng AgNPs/7SID50 WSSV 

1 

AgNPs-1® 

40 
2 100 
3 200 
4 1000 

5 

AgNPs-2® 

40 
6 100 
7 200 
8 1000 

9 

AgNPs-3® 

40 
10 100 
11 200 
12 1000 

13 

AgNPs-4® 

40 
14 100 
15 200 
16 1000 

17 

AgNPs-5® 

40 
18 100 
19 200 
20 1000 

21 C (+)  solo WSSV 
22 C (-) PBS 
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del peso corporal y esta se dividió en dos raciones diarias. El alimento no consumido junto con 

el material fecal fue removido por sifonéo cada 48 h con intercambio de agua del 50%. El 

experimento tuvo una duración de 96 h, registrándose la presencia de organismos muertos y su 

comportamiento (activos, letárgicos o moribundos) cada 12 h.  

 

6.3 Análisis transcriptómico en branquias de camarón inyectados con Argovit® 
 

Con el propósito de entender los mecanismos inmunológicos y/o de toxicidad que se activan en 

presencia de AgNPs en el camarón, realizamos un estudio exploratorio de expresión diferencial 

génica por RNAseq. Para este estudio se utilizaron 12 juveniles de 6 ± 2 g (apartado 6.1.2) y se 

colocaron en 2 acuarios (6 organismos por acuario) de vidrio con 20 L de agua marina (30 UPS) a 

27 ± 1°C y aireación constante, los cuales se dejaron aclimatar bajo estas condiciones por 24 h. 

El experimento fue diseñado completamente al azar y consistió en 2 grupos experimentales. En 

el grupo 1, los juveniles fueron tratados intramuscularmente con dosis de 1000 ng/g de Argovit-

4® en la región dorso-ventral del tercer segmento abdominal en volúmenes de 100 µL. 

Mientras, el grupo 2 (control) no fueron tratados con AgNPs (Tabla 5). Después 8 h de iniciado el 

experimento, se tomaron muestras de branquias de 3 camarones por grupo experimental y se 

agruparon en pool. Cada pool fue considerado como réplica biológica y estas fueron fijados en 

RNAlater®. Al final del experimento se obtuvieron 2 réplicas biológicas por grupo experimental y 

estas fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.  

 

 

 

 

 

6.3.1 Secuenciación masiva 
 

Las muestras fijadas se enviaron a la empresa Genewiz (New Jersey, USA) para su 

procesamiento (extracción de ARN y preparación de librerías) y secuenciación. La integridad del 

ARN fue verificada con Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, California, USA) y a partir de estas 

Tabla 5.  Análisis transcriptómico en branquias de camarón inyectados con 
Argovit® 

Grupo Tratamiento Dosis 

1 Argovit-4® Tratados con dosis de 1000 ng/g 
2 Control No tratados 
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muestras, se construyeron un total de 4 librerías con terminaciones pareadas (pair-end) 

correspondientes a 2 réplicas biológicas por tratamiento. La secuenciación se realizó en la 

plataforma HiSeq 2500 de illumina, con una longitud de secuenciación de 150 pb. La Figura 6 

muestra la estrategia de trabajo que se siguió para el análisis de los datos transcriptómicos.   

 

Figura 6. Estrategia bioinformática para el análisis de datos transcriptómicos. 
 

6.3.2 Preprocesamientos bioinformático de datos   
 

Los análisis bioinformáticos se realizaron en terminal mediante el acceso al nodo233 del 

servidor de Transcriptómica del CIBNOR. Se verificó la calidad de la secuenciación de las lecturas 

crudas (“Raw reads”) utilizando el programa FastQC v0.11.7 (Andrews et al., 2010). La 

depuración de adaptadores y filtrado de lecturas de mala calidad (Q>30) fueron procesadas 

mediante el programa trimmomatic v0.38 (Bolger et al., 2014). El mapeo de las lecturas se 

realizó mediante el programa Hisat2 v2.1 (Kim et al., 2015), usando el genoma de referencia de 

Penaeus vannamei (clave NCBI: GCF_003789085.1). El ensamble del transcriptoma se realizó 

mediante el programa StringTie v1.3.4 siguiendo el protocolo de Pertea et al., (2016).  
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6.3.3 Análisis exploratorio de datos 
 

Con la finalidad de explorar las relaciones entre las réplicas biológicas dentro de los 

tratamientos, se realizó un análisis de componentes principales, seguidos de un análisis de 

correlación por distancias. 

6.3.4 Identificación de genes expresados diferencialmente 
 

Para determinar el nivel de expresión de los genes expresados diferencialmente en los 

tratamientos, se realizó lo siguiente. Primeramente, se cuantificó la abundancia génica 

mediante Kallisto v0.45 (Bray et al., 2016). El análisis de expresión diferencial fue realizado 

mediante edgeR (Robinson et al., 2010). Para el análisis de expresión se seleccionó aquellos 

transcritos que únicamente presentaron valores superiores de 1 CPM (conteos por millón) y se 

consideró como genes diferencialmente expresados aquellos con un valor-P ajustado (basado 

en el modelo FDR de Benjamini & Hochberg, 1995) inferiores a 0.05 y un valor logFC (fold 

change FC) superior a 2. El valor-P ajustado o FDR < 0.05 sugiere que la proporción de falsos 

positivos de los genes expresados diferencialmente es del 5%.  

 

6.3.5 Anotación del transcriptoma  
 

Con el fin de determinar la anotación funcional, se realizó un alineamiento de secuencias 

expresadas diferencialmente basado en homologías mediante BLASTX (valor E< 1e-5) respecto a 

proteínas predichas en el genoma de Penaeus vannamei de NCBI y Uniprot (Clave: 

UP000283509).  

 

6.3.6 Análisis de términos ontológico  
 

Se realizó la categorización funcional de los genes expresados diferencialmente basados en 

términos ontológicos (GO) mediante el programa Blast2GO de OmicsBox v1.3 (Gotz et al., 2008) 

y mediante una comparación de secuencias de aminoácidos de la base de datos de la 

Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG) utilizando la herramienta web blastKOALA 

(Kanehisa et al., 2016).  
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6.4 Efecto de toxicidad aguda de Argovit-4® en alimento a distintas concentraciones  
 

6.4.1 Obtención de juveniles de camarón 
 

Los camarones experimentales fueron obtenidos de una granja comercial en Guasave, Sinaloa, 

México. Fueron transportados a las instalaciones del departamento de Acuacultura del CIIDIR-

Sinaloa en tinacos y colocados en tinas con 500 L de agua marina y aireación constante. Una vez 

aclimatados, 10 organismos fueron tomados al azar para confirmar la ausencia de WSSV, IHHNV 

y VAHPND.  

 

6.4.2 Incorporación de Argovit-4® al alimento balanceado 
 

Las AgNPs de Argovit-4® fueron incorporadas al alimento en concentraciones de 10, 100 y 1000 

μg/g (μg de AgNPs por gramos de alimento) mediante el método descrito por Gutiérrez‐Dagnino 

et al. (2015). El alimento comercial (Camaronina® Purina, 35% de proteína), fue pulverizado en 

un molino de café. El alimento en polvo se mezcló con las AgNPs a las concentraciones antes 

mencionadas, y se les agregó agua destilada (~60%) hasta formar una pasta homogénea. 

Posteriormente, se agregó a cada pasta el 2% de alginato de sodio (Sigma-Aldrich®, St. Louis, 

MO, USA) como agente aglutinante para la reconstitución del pellet. Finalmente, las tres pastas 

se pasaron por una jeringa desechable (Millipore®, Merck, Darmstadt, Germany) de 50 mL para 

obtener los pellets; estos se dejaron secar en el refrigerador a 4°C recubiertos con papel 

aluminio. El alimento control (sin AgNPs) se preparó sustituyendo las AgNPs por agua destilada. 

La Figura 7 muestra el proceso para preparar el alimento. 
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Figura 7. Proceso de adición de AgNPs al alimento para camarón. 
 

6.4.3 Toxicidad aguda de Argovit-4® 
 

Para determinar si las AgNPs en alimento producen efectos de toxicidad en juveniles camarón, 

se realizó un bioensayo con tres grupos de camarones experimentales y un grupo control. Los 

tres grupos experimentales fueron alimentados con 10, 100 y 1000 µg de AgNPs/g de alimento 

respectivamente. El grupo control fue tratado con alimento sin AgNPs. El diseño experimental 

se muestra en la Tabla 6.  

 

Durante el experimento, los camarones fueron colocados en acuarios con 25 L de agua marina 

(30 UPS; 27°C) y se alimentaron diariamente en relación al 4% de su peso corporal divido en dos 

raciones (8:00 AM y 18:00 PM). El experimento tuvo una duración de 8 días (192 h) y durante 

este proceso todo el alimento no consumido junto con el material fecal fue removido cada 48 h 

por sifoneo con intercambios de agua del 50%. Asimismo, se registró la mortalidad cada 12 

horas. Al final del ensayo se determinó la supervivencia. 

Tabla 6. Toxicidad aguda de Argovit-4® vía intramuscular en camarón 

Grupo Tratamientos 
Alimentación 
(% biomasa) 

Raciones Org/réplica Réplicas 

1 10 µg de AgNPs/g 

4 2 10 3 
2 100 µg de AgNPs/g 
3 1000 µg de AgNPs/g 

C (-) Alimento sin AgNPs 
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6.5 Efecto antiviral de Argovit-4® en una dosis alimenticia ante WSSV 
 
6.5.1 Preparación del inoculo infeccioso   
 

De manera natural, el virus se propaga horizontalmente entre los camarones cultivados, cuando 

un camarón enfermo es canibalizado por los camarones sanos. En este sentido, con la finalidad 

de emular la propagación horizontal del virus WSSV, se realizó lo siguiente. Primeramente, se 

prepararon 31 SID50 contenidos en 100 μL del inóculo viral obtenido del apartado 6.2.1 y se 

inocularon en la parte dorso-ventral entre el tercer y cuarto segmento abdominal. En el 

momento en que los camarones mostraron signos graves de la enfermedad (letargia, falta de 

apetito, coloración canela por expansión de cromatóforos o moribundo) fueron colectados y 

almacenados a –70°C hasta obtener el 100% de infectados. Una vez infectados todos los 

organismos, se les retiró cefalotórax, pleópodos y el exoesqueleto, obteniendo únicamente el 

tejido muscular, el cual se pesó y se homogenizó con agua marina (30 UPS) en un procesador de 

alimentos para obtener fragmentos pequeños (~1 mm) y así, minimizar la competencia del 

tejido infectado entre los camarones del experimento. Una vez obtenido el tejido macerado, se 

procedió inmediatamente a realizar el ensayo reto. La Figura 8 muestra el proceso de obtención 

del tejido infectado para infectar juveniles de camarón por vía oral.  

 

  

 

 

  

 

 

 

 

Figura 8. Proceso de obtención del tejido infectado para infectar juveniles por vía oral. 
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6.5.2 Diseño experimental  
 

El diseño experimental fue completamente al azar y se realizó por triplicado (n= 30 organismos 

por tratamiento; 10 organismos por réplica), este consistió en 3 grupos experimentales y 2 

grupos control. En los grupos experimentales, los camarones fueron alimentados con 10, 100 y 

1000 µg de AgNPs (Argovit-4®)/g de alimento, respectivamente. La alimentación de Argovit-4® 

fue ajustado acorde al 4% del peso corporal de los especímenes experimentales y dividida en 2 

raciones previo al reto. Después de 1 hora de la alimentación, se realizó la infección con el tejido 

infectado, suministrándose en promedio 200 mg de tejido macerado por organismo 

experimental. Por otra parte, en el grupo control positivo, los camarones se alimentaron con 

alimento comercial y posteriormente se infectaron con 200 mg de tejido infectado, mientras 

que, en el grupo control negativo, solamente se alimentaron con alimento comercial. El diseño 

experimental se describe en la Tabla 7. 

 

Después de la infección, los camarones fueron alimentados con alimento comercial dos veces al 

día con el 4% de su peso corporal como tasa de alimentación diaria. El experimento se condujo 

en acuarios de vidrio con 25 L de agua marina filtrada a una salinidad de 30 UPS con aireación 

constante a 27 ± 1°C. El bioensayo tuvo una duración de 192 horas post-infección. La mortalidad 

y signos clínicos se registraron cada 12 horas. Durante su transcurso se realizaron sifoneos cada 

2 días en todos los tratamientos, seguidos de recambios de agua del 50%. 

 
 
 
 

Tabla 7. Actividad antiviral de AgNPs per os en juveniles de camarón contra WSSV 

Grupo Tratamiento  Raciones Infección WSSV 
Tejido 

WSSV/camarón 
Réplicas 

1 10 µg de AgNPs/g 2 Si 200 mg 3 
2 100 µg de AgNPs/g 2 Si 200 mg 3 
3 1000 µg de AgNPs/g 2 Si 200 mg 3 

C (+) Alimento comercial 2 Si 200 mg 3 
C (-) Alimento comercial  2 No No 3 
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6.6 Capacidad inmunoestimulante de Argovit-4® incorporado en alimento  
 

6.6.1 Toma de muestra  
 

Para este experimento se utilizaron los juveniles de camarón del inciso 6.4.1. El experimento 

consistió en 2 grupos experimentales (n=20 camarones por grupo). En el grupo 1, los camarones 

fueron alimentados con Argovit-4® suplementado en alimento a una concentración de 1000 µg 

AgNPs (Argovit-4®)/g alimento, mientras que, el grupo 2, los camarones fueron alimentados con 

el alimento control (alimento sin Argovit-4®). Los grupos experimentales fueron alimentados 

dos veces al día acorde al 4% de su peso corporal previo a la toma de muestras.  

 

Se tomaron muestras de hemolinfa por triplicado de cada tratamiento a las 0, 6, 12, 24 y 48 h 

post-alimentación. Las muestras de hemolinfa fueron colectadas del seno ventral en la base del 

primer segmento abdominal, usando una jeringa de 1 mL cargada con 50 µL de oxalato de 

potasio al 5% en PBS 1X como anticoagulante (Apún-Molina et al., 2017). Las muestras de 

hemolinfa fueron centrifugadas a 800 x g por 10 min a 4°C. El plasma (sobrenadante) se eliminó 

por decantación. Posteriormente, el paquete celular fue lavado con 250 μL de anticoagulante 

frío y centrifugado nuevamente a 800 x g por 10 min a 4°C. Se retiró el sobrenadante y se 

añadieron 200 μL de Trizol Reagent® e inmediatamente, las muestras fueron almacenadas a -

70°C hasta su procesamiento. 

 

6.6.2 Extracción de ARN total y síntesis de ADNc 
 

La extracción del ARN total se realizó de acuerdo al protocolo de Trizol Reagent® siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. La concentración y pureza del ARN total fue obtenida en un 

NanoDrop 2000 (ThermoFisher scientific®). Posteriormente, el ARN obtenido fue tratado con 

ADNasa I (1 U/μL; Sigma-Aldrich®). La síntesis de ADN complementario (ADNc) se realizó a partir 

de 500 ng de ARN total usando el kit de transcriptasa reversa [Improm II (Promega®)] con oligo 
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dT20 en volumen final de 20 μL. El ADNc obtenido fue diluido con 80 μL de agua ultra pura y 

almacenado a -70°C hasta su análisis.  

 

6.6.3 Perfil de expresión de genes asociados con el sistema inmune  
 

Se evaluó la expresión relativa de cinco genes relacionados con el sistema inmune de los 

camarones y un gen de referencia (Peneidina-4, Crustina, proPO, Rab6, PAP y β-actina) 

utilizando RT-qPCR.  Se preparó un mastermix a 2X de concentración que contenía: (1.5 μL de 

buffer de reacción 10X, 0.75 μL de 50 mM MgCl2, 0.3 μL de 10 mM dNTPs, 0.75 μL de 

EvaGreen® 20X [Biotium, Hayward, CA, USA], 0.1 μL de ADN Polimerasa de la marca GoTaq® 

Flexi [PROMEGA, Madison, WI, USA] y 4.1 μL de agua ultra pura). Los oligonucleótidos utilizados 

están descritos en la Tabla 8. 

 

La amplificación fue realizada por duplicado en una placa con 96 pozos en un volumen de 

reacción que contenía 7.5 μL de PCR Master Mix 2X, 0.35 μL de cada primer (10 μM, Sigma-

Aldrich®), 1.8 μL de agua ultra pura y 5 μL de ADNc para alcanzar un volumen total de 15 μL. Las 

condiciones amplificación se describen en la Tabla 9.  

 

 

 

Tabla 8. Oligonucleótidos utilizados para determinar capacidad inmunoestimulante 

Genes Secuencias de los oligonucleótidos (5´-3´)  
Producto 

(pb) 
Referencias 

proPO 
Fw: CTGGGCCCGGGAACTCAAG               
Rv: GGTGAGCATGAAGAAGAGCTGGA 

125 Soto-Alcalá et al., 2018 

Pen4 
Fw: GCCCGTTACCCAAACCATC                              
Rv: CCGTATCTGAAGCAGCAAAGTC                                

106 Wang et al., 2010 

PAP 
Fw: CGAAGTTCAGGTTGTGCGTG                         
Rv: ACTGATGCACCATTGGCCTT 

126 Soto-Alcalá et al., 2018 

Rab6 
Fw: GTTCCGCAGCCTTATTCCCT 
Rv: ATCACTGCCTCGCTCTGTTC 

133 Soto-Alcalá et al., 2018 

Crustin 
Fw: GAGGGTCAAGCCTACTGCTG 
Rv: ACTTATCGAGGCCAGCACAC 

157 Wang et al., 2010 

β-Actin 
Fw: CCACGAGACCACCTACAAC 
Rv: AGCGAGGGCAGTGATTTC 

142 Wang et al., 2007 
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Después de cada reacción, se registró una curva de disociación de 65 a 90°C en incrementos de 

0.5°C para examinar productos únicos y específicos. La eficiencia (E) de la reacción de PCR de 

cada gen fue determinada calculando una pendiente con 5 diluciones seriadas (factor de 

dilución = 5) de un pool representativo de ADNc mediante la siguiente ecuación. 

 

               (
  

           
  )      

 

La expresión relativa de cada gen fue calculada con la ecuación de Pfaffl, utilizando como gen de 

referencia a β-actina (Pfaffl et al., 2001). La expresión relativa fue calculada mediante la 

ecuación: 

 

       
                                     

                               
 

 
Donde: 
E target = Eficiencia de amplificación del gen de interés; 
E ref = Eficiencia de amplificación del gen de referencia; 
Cq = punto de cruce de un nivel umbral designado; 
ΔCq target (control-muestra) = corresponde al Cq de la eficiencia de amplificación en control menos el Cq del gen 
de interés en la muestra; 
ΔCq ref (control-muestra) = corresponde al Cq de la eficiencia de amplificación en control menos el Cq del gen 
de referencia en la muestra. 
 
 
 
 
 

Tabla 9. Condiciones de amplificación de genes asociados con el sistema inmune del 
camarón. 

Pasos Temperatura/tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 95°C/3 minutos 1 
Desnaturalización 95°C/10 segundos 

40 
Alineamiento 60°C/20 segundos 
Extensión 72°C/30 segundos 
Lectura de fluorescencia (umbral de fluorescencia) 79°C/5 segundos 
Preservación 25°C/ ∞ 1 

(3) 

(4) 
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6.7 Efecto de la toxicidad crónica de AgNPs incluidas en la alimentación por intervalos de 
tiempo 
 
6.7.1 Organismos experimentales   
 

Los juveniles que se utilizaron para este bioensayo fueron donados por el Dr. Apún-Molina del 

CIIDIR-Unidad Guasave y fueron aclimatados a las mismas condiciones descritas anteriormente 

del inciso 6.4.1. 

 
6.7.2 Diseño experimental  
 

El diseño experimental consistió en tres grupos experimentales y un grupo control por triplicado 

(n=20 organismos por réplica). Los grupos 1, 2 y 3 fueron tratados con Argovit-4® incorporado 

en alimento una vez; al día, cada 4 días y cada 7 días respectivamente. El grupo control consistió 

en alimentar los camarones con alimento comercial (Camaronina®). La Tabla 10 resume el 

diseño experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

Los camarones se alimentaron diariamente acorde al 2.5% del peso corporal total, la 

alimentación fue dividida en dos raciones, siendo la primera ración a las 9:00 h y la segunda a 

las 16:00 h El grupo de camarones que fueron alimentados de forma diaria con AgNPs, 

solamente se alimentaron en la primera ración, la segunda fue con alimento comercial 

(Camaronina®). Se realizaron biometrías semanales en los organismos experimentales durante 

28 días. El experimento se realizó con 20 organismos por tanque. Los tanques fueron llenados 

con 150 L de agua marina filtrada a una salinidad de 25 UPS, manejando fotoperiodos de 12:12 

(horas luz – oscuridad) y una temperatura oscilante de 23 ± 2°C.  

 

Tabla 10. Toxicidad aguda de Argovit-4® suministrada en el alimento de juveniles 
de camarón 

Grupo Descripción 
µg AgNPs /g 

alimento 

D1 Alimentación diaria con alimento experimental 1000 µg/g 
D4 Alimentación cada 4 días con alimento experimental 1000 µg/g 
D7 Alimentación cada 7 días con alimento experimental 1000 µg/g 

C (-) Alimento comercial  ------ 
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6.7.3 Rendimiento productivo  
 

El rendimiento productivo fue medido acorde a parámetros zootécnicos de porcentaje de 

supervivencia, factor de conversión alimenticia (FCA), tasa de crecimiento específico (CES) y 

ganancia en peso (PG) mediante las siguientes formulas:  

 

                   (
                            

                              
)      

 

                                       (
                          

            
)      

 

 

 

                                     [
                                

              
]       

 

                         [
                          

            
]      

 

Al final de este experimento, se sacrificaron distintos organismos distribuidos en los grupos 

experimentales y control para evaluar la toxicidad crónica mediante cortes histológicos. Así 

mismo, se tomaron células hemocíticas del camarón para evaluar la capacidad de respuesta 

ante el virus WSSV mediante dosis subletales cuando son expuestos a alimentación continua y 

de intervalos de tiempo con Argovit-4® incorporado en alimento con respecto al control. 

 

6.7.4 Análisis de la toxicidad crónica mediante histología  
 

Al final del experimento se sacrificaron 3 especímenes por grupo experimental para determinar 

el efecto de toxicidad crónica de AgNPs. Estos organismos fueron fijados por 48 horas en 

solución AFA Davidson (12% glicerina; 22% de formaldehído al 37-40% (v/v); 33% de etanol al 

96% (v/v); 33% de agua de mar filtrada; 1/9 de ácido acético (v/v) añadido justo antes de su uso) 

y procesado siguiendo la metodología de Bell y Lightner (1988). Cada organismo fue disectado 

(6) 

(5) 

(7) 

(8) 
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para obtener tejido hepatopancreático y branquial, estos tejidos fueron posteriormente 

deshidratados en serie ascendente de etanol (70% a 100%), luego fueron pasados a baños de 

xileno para su aclarado. Posteriormente, las muestras fueron sumergidas en parafina liquida a 

62°C y luego enfriado a 5°C para facilitar su corte. Los cortes histológicos se realizaron en 

secciones de 4 μm de espesor, utilizando un micrótomo de rotación (LIECA RM 2025). Las 

secciones histológicas fueron montadas en portaobjetos (laminillas) y teñidos con hematoxilina-

eosina.  

 

Las laminillas fueron examinadas con un microscopio óptico compuesto (OLYMPUS BX-41, 

Cámara NIKON) a magnificaciones de 20X, 40X y 100X para evaluar el nivel de daño entre los 

grupos experimentales. Por otra parte, se realizó un análisis cuantitativo, en base al diámetro 

total de células B en micras, utilizando el programa Image Pro Plus 6.0. Por otra parte, el grado 

de severidad fue determinado acorde al método modificado de Lightner (1996), el cual se basa 

en un valor numérico en una escala de 0 a 4 dependiendo el daño histológico, donde el valor 0 

indica la ausencia de daño y 4 indica el máximo daño (Tabla 11).  

 

 
 

Tabla 11. Grado de severidad observado en tejido hepatopancreático   

Grado de 

severidad 

Descripción 

0 No hay lesiones. No presentan signos de deformación tubular. 
1 Daño ligero (lesiones menores del 25% del área). Presencia muy baja de deformación 

tubular (1-5/organismo). Se observan muy poco desprendimiento celular. 
2 Daño moderado (lesiones presentes del 25-50% del área). Se observa la presencia 

moderada de deformación tubular (6-10/organismo). Presencia de hemocitos y 
formación de nódulos hemocíticos. 

3 Daño alto (lesiones presentes del 50-75% del área). Se observa la presencia alta de 
deformación tubular (11-20/organismo). Se observan lesiones moderadas a severas, 
como melanización, desprendimiento celular, atrofia tubular y formación de nódulos 
hemocíticos. 

4 Daño severo (lesiones mayores 75% del área). Se observa gran cantidad de túbulos 
deformes (más de 20/organismo). Se observan severas lesiones como melanización, 
necrosis, atrofia tubular, túbulos vacíos, formación de nódulos hemolíticos y presencia 
de granulomas.  
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Cabe mencionar que el grado severidad es una medida semicuantitativa, ya que está sujeto a 

variaciones, que dependen de la agudeza visual del evaluador. Para determinar las diferencias 

significativas de los grados de severidad entre los grupos experimentales, se realizó un análisis 

no paramétrico de Kruskal-Wallis (P<0.05), teniendo como variables de respuesta: delaminación 

de los túbulos, atrofia, infiltración hemocítica. 

 
6.8 Respuesta antiviral en camarones sobrevivientes a toxicidad crónica mediante infecciones 
experimentales de WSSV 
 

6.8.1 Efecto protector de la alimentación crónica de AgNPs ante WSSV 
 

6.8.1.1 Preparación del inoculo viral 

 

Se infectaron intramuscularmente un lote de camarones (n=15 organismos) de 10 ± 2 g con 32 

SID50 en 100 μL de PBS 1X. Los organismos con claros signos clínicos fueron separados 

individualmente y se almacenaron a -70°C hasta obtener todos los organismos infectados.  

 
6.8.1.2 Diseño experimental del reto infeccioso   
 

Los organismos provenientes del bioensayo de alimentación de 28 días fueron puestos en 

acuarios de vidrio con 25 L de agua marina a 25 UPS, aclimatándose a 27°C por 24 horas previo 

al bioensayo. El diseño experimental se describe en la Tabla 12. Previo al reto infeccioso, los 

organismos fueron sometidos a ayuno por 12 h, después los organismos fueron infectados con 

500 mg tejido infectado por organismo directamente al acuario. El bioensayo tuvo una duración 

de 252 h y cada 12 h se registró la mortalidad y signos clínicos. 
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6.8.2 Respuesta inmune de los camarones sobrevivientes ante WSSV  
 

Para medir la capacidad de respuesta inmune de los camarones alimentados con AgNPs ante 

WSSV, se tomaron 3 organismos por replica de cada tratamiento (n= 9 organismos por 

tratamiento) y se transfirieron a acuarios de vidrio con 20 litros de agua marina a 27°C y 

aireación constante, los cuales se mantuvieron a estas condiciones por 2 horas para su 

aclimatación. Posteriormente, se infectaron intramuscularmente con una dosis infecciosa (1 

SID50) para ver la respuesta transcripcional de genes asociados al sistema inmune ante WSSV. 

Después de la inyección, inmediatamente se tomaron muestras de hemolinfa a las 0, 6 y 12 h.  

Las muestras de hemolinfa fueron colectadas a partir del seno ventral en la base del primer 

segmento abdominal, usando una jeringa de 1 mL enjuagada con oxalato de potasio al 5% en 

solución isotónica (850 mOsm/kg), como anticoagulante (Apún-Molina et al., 2017). Las 

muestras de hemocitos fueron colectadas siguiendo el mismo protocolo del apartado 6.7.1.  

 

6.8.2.1 Extracción de ARN total y síntesis de ADNc 
 

A partir de la obtención de hemocitos del apartado anterior, se extrajo ARN total de acuerdo al 

protocolo de Trizol Reagent® siguiendo las recomendaciones del fabricante. La concentración y 

calidad del ARN total fue obtenida en un NanoDrop 2000 (ThermoFisher scientific®). El ARN 

obtenido fue tratado con ADNasa I (1 U/μL; Sigma-Aldrich®) para eliminar los restos de ADN. La 

síntesis de ADNc se realizó a partir de 500 ng de ARN total usando el método de la transcriptasa 

Tabla 12. Evaluación del efecto protector de la alimentación crónica de AgNPs ante 
WSSV  

Grupo Tratamiento Infección WSSV 
Tejido infectado 

(mg/camarón) 

1 D11  Si   500 mg 

2 D42 Si 500 mg 

3 D73 Si 500 mg 

Control (+) Alimento comercial Si 500 mg 

Control (-) Alimento comercial No NO 

D1
1
: Alimentación diaria con 1000 µg de AgNPs/g de alimento. 

D4
2
: Alimentación cada 4 días con 1000 µg de AgNPs/g de alimento. 

D7
3
: Alimentación cada 7 días con 1000 µg de AgNPs/g de alimento. 
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reversa de Improm II (Promega®) con oligo dT20. El ADNc obtenido fue diluido con 110 μL de 

agua ultra pura y almacenado a -70°C hasta su análisis.  

 

6.8.2.2 Perfil de expresión de genes  
 

Se utilizarán cinco microlitros (5 μL) de cada dilución de ADNc para determinar los perfiles de 

expresión de genes del sistema inmune como: proPO (profenol oxidasa), Pen3 (peneidina 3), 

Crustin (Crustina) PAP; proteína activadores de la fagocitosis) y CTL3; lectina-3 de tipo C en cada 

reacción de RT-qPCR. La actividad del gen β-actina se utilizó como gen de referencia. Los 

conjuntos de los oligonucleótidos específicos y sus respectivas secuencias para esta 

investigación se describen en la Tabla 13. La expresión relativa de cada gen fue calculada con la 

ecuación de Pfaffl (Pfaffl et al., 2001), utilizando como gen de referencia a β-actina.  

 

 

6.9 Análisis estadísticos 
 

Previo al análisis estadístico, los datos de supervivencia en porcentaje y niveles de expresión 

génica fueron ajustados a una distribución normal mediante la función arcoseno √%/100 y 

mediante la función log10 (logaritmo base 10), respectivamente. Posteriormente se determinó 

Tabla 13.  Oligonucleótidos utilizados para determinar la respuesta antiviral de camarones 
alimentados con AgNPs por frecuencias alimenticias ante WSSV 

Genes Secuencias de los oligonucleótidos (5´-3´)  
Producto 

(pb) 
Referencias 

proPO 
Fw: CTGGGCCCGGGAACTCAAG               
Rv: GGTGAGCATGAAGAAGAGCTGGA 

125 Soto-Alcalá et al., 2018 

Pen4 
Fw: GCCCGTTACCCAAACCATC                              
Rv: CCGTATCTGAAGCAGCAAAGTC                                

106 Wang et al., 2010 

Pen3 
Fw: CACCCTTCGTGAGACCTTTG 
Rv: AATATCCCTTTCCCACGTGAC 

141 Wang et al., 2010 

PAP 
Fw: CGAAGTTCAGGTTGTGCGTG                         
Rv: ACTGATGCACCATTGGCCTT 

126 Soto-Alcalá et al., 2018 

CTL3 
Fw: ATGTTCTTCGTGCTCCTGCTGT 
Rv:  GCAGTGGTCGTAAATGTTGTG 

120 Li et al., 2014 

Crustin 
Fw: GAGGGTCAAGCCTACTGCTG 
Rv: ACTTATCGAGGCCAGCACAC 

157 Wang et al., 2010 

β-Actin 
Fw: CCACGAGACCACCTACAAC 
Rv: AGCGAGGGCAGTGATTTC 

142 Wang et al., 2007 
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normalidad y homogeneidad de varianzas mediante las pruebas de Shapiro-Wilks (1965) y 

Levene (1960), respectivamente.   

 

Para determinar diferencias significativas entre las medias de supervivencia de los diferentes 

tratamientos, se utilizó el análisis estadístico ANDEVA, seguido por la prueba de Tukey. 

Asimismo, para aquellas variables que no cumplieron el requisito de normalidad u 

homogeneidad de varianzas, se empleó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de 

Dunn. Las diferencias entre medias se consideraron significativamente diferentes cuando el 

valor P<0.05.  

 

Por otra parte, para determinar diferencias significativas entre las medias de los niveles de 

expresión, se utilizó el análisis estadístico de T-student. Las diferencias entre medias se 

consideraron significativamente diferentes cuando el valor P<0.05. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Efecto de la toxicidad aguda de AgNPs inyectado en camarón 
 

Los resultados revelaron supervivencias del 93%, 97% y 97% para los grupos tratados con 50 

ng/g de Argovit-3®, Argovit-4® y Argovit-5®, respectivamente. Estas mortalidades se observaron 

durante el proceso de inyección, los cuales permanecieron de inmóviles y después de pocas 

horas murieron debido al estrés generado por el manejo de la inyección y su etapa de muda, los 

cuales se encontraban recién mudados. El resto de los grupos experimentales (incluyendo el 

control) no presentaron mortalidades, tampoco mostraron un comportamiento anormal de 

natación, coloración atípica de los cromatóforos o falta de apetito durante todo el experimento 

a dosis de 1000 ng/g. El análisis estadístico no mostró diferencias significativas entre los cinco 

tratamientos de Argovit® (ANDEVA bifactorial; P= 0.160), ni en dosis administradas (ANDEVA 

bifactorial; P= 0.130), tampoco hay un efecto en la interacción entre ambas variables de 

respuesta (sinergia entre tratamiento y dosis administradas) que afecte a los organismos (P= 

0.798). La siguiente tabla agrupa los resultados obtenidos. 

 

7.2 Análisis de la virulencia de WSSV cuando es sometido a distintas concentraciones de 
AgNPs  
 

7.2.1 Titulación del inoculo viral 
 

De las 4 diluciones aplicadas en los juveniles de camarón, solamente la dilución 10-3 (dilución 

1:1000) alcanzó el 100% de mortalidad, mientras que la dilución 10-6 (dilución 1:1000,000) no 

causó mortalidad, ni signos visibles de la enfermedad. Por otra parte, la dilución 10-4 (dilución 

Tabla 14. Efecto de AgNPs administrado intramuscularmente en juveniles de camarón 

Grupo 
Dosis 
(ng/g) 

Supervivencia (%) de las formulaciones administradas 
Argovit-1® Argovit-2® Argovit-3® Argovit-4® Argovit-5® 

1 50 100 ± 0 a 100 ± 0 a 93 ± 6 a 97 ± 6 a 97 ± 6 a 
2 1000 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 

PBS - 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 

Los valores están representados en promedios ± D.E. (n= 3). Las letras diferentes en las columnas indican 
diferencias significativas. 
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1:10,000) generó un 71% de mortalidad y la dilución 10-5 (dilución 1:100,000) causó un 29%. 

Estos resultados sugieren que la dilución que infecta y causa mortalidades del 50%, se 

encuentra entre estas dos últimas diluciones. Los resultados de mortalidad se presentan en la 

Tabla 15. 

 

 

Aplicando los resultados de mortalidad a la fórmula de Reed y Muench (1938), que permite 

determinar la distancia proporcional entre diluciones, tenemos lo siguiente:  

 

 

 

 

 

 

DP = (71 - 50) / (71 - 29) = 0.5 

Los resultados mostraron que, la distancia proporcional entre la dilución 10-4 y 10-5 fue de 0.5, lo 

que sugiere, que la dilución de 10-4.5 del extracto viral puede causar al 50% de juveniles 

infectados. Para determinar el total de SID50 en el extracto viral, se multiplicó 10-4.5 por el 

antilogaritmo del factor de dilución (en este caso -1), haciendo que el exponente se convierta en 

un valor positivo (104.5). Este resultado, indica que por cada 100 µL del extracto viral (volumen del 

extracto administrado en camarón) contiene 104.5 SID50. Sin embargo, el título viral se expresa por 

mL y un mililitro contiene diez veces esa proporción, se concluyó que el extracto viral contenía 

105.5 SID50/mL (10 X 104.5), es decir 316, 227.78 SID50/mL. 

 

 
 
 
 

Tabla 15. Mortalidad obtenida durante la titulación de WSSV en juveniles de camarón 

Dilución 
Camarones 

Muertos 
acumulados 

Vivos 
acumulados 

Total 
Acumulativo 

(Muertos + Vivos) 

Proporción 
(Muertos Acum. / 

Acumulativo) 

Mortalidad 
(%) Muertos Vivos 

10
-3

 5 0 10 0 10 10/10 100 
10

-4
 3 2 5 2 7 5/7 71 

10
-5

 2 3 2 5 7 2/7 29 
10

-6
 0 5 0 10 10 0/10 0 

(9) 

(10) 
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7.2.2 Selección de SID50 mínima de trabajo  
 

Las tres dosis SID50 (dosis infecciosas media para camarón) probadas mostraron 100% de 

mortalidad a diferentes intervalos de tiempo. El grupo de camarón infectado con 100 SID50 

presentó mortalidad después de las 30 horas post-infección con valores alrededor del 3%, 

alcanzando el 100% de mortalidad a 54 horas post-infección con un tiempo de letalidad media a 

las 40 h (TL50= 40 h). En contraste, el grupo de camarones infectados con 10 SID50 presentó 

mortalidad después de 36 hpi con valores superiores al 17%, alcanzando el 100% a 60 horas 

post-infección i con un tiempo de letalidad de 43 h (TL50= 43 h). Mientras que, el grupo de 

camarones infectados con 7 SID50, la mortalidad comenzó a las 36 hpi con valores superiores al 

13%, llegando al 100% a las 72 hpi con un tiempo de letalidad media de 45 h (TL50= 45 h). El 

grupo de control (PBS) no mostró mortalidad durante el experimento (Fig. 9). Los resultados 

revelaron que 7 SID50 es la cantidad mínima capaz de causar un 100% de la infección con signos 

claros de la enfermedad (falta de apetito, natación errática y coloración atípica). 

  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Mortalidad acumulada en camarón infectado con 7, 10, 100 SID50 de WSSV. Los 
resultados se presentan como media ± DE. 
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7.2.3 Análisis de la virulencia de WSSV sometido a AgNPs  
 

El nivel de infectividad o virulencia de WSSV fue medido en relación al nivel de supervivencia 

(%) de juveniles infectados con este patógeno. El análisis estadístico reveló que la virulencia de 

WSSV se ve afectado significativamente por las formulaciones de Argovit® (ANDEVA bifactorial; 

p= 8.18e-08). Por otra parte, cuando el virus es sometido a las diferentes concentraciones de 

AgNPs y posteriormente es administrado en juveniles de camarón, se obtuvo que las AgNPs 

afectan significativamente la virulencia del virus (P= 2e-16). Sin embargo, la relación entre la 

concentración de AgNPs con WSSV y la virulencia de WSSV no están asociados con las 

formulaciones Argovit® administradas (P= 0.245). La mejor formulación que mostró una 

disminución significativa de la virulencia de WSSV fue Argovit-4® (P= 0.002) y esta disminución 

fue dependiente de la concentración de AgNPs a la que fue expuesto WSSV, obteniendo 

supervivencia de 10%, 17%, 30% y 50% a 96 horas post-infección comparados con el resto de los 

grupos experimentales. El grupo control positivo (C+) mostró 100% de mortalidad a 72 horas 

post-infección (hpi), mientras que el grupo del control negativo no mostró mortalidad (Tabla 

16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 16. Mortalidad de AgNPs+WSSV administrado 
intramuscularmente en camarón 

Concentración 
 (ng 

AgNPs/7SID50WS
SV) 

Supervivencia (%) 

Argovit-1® 
Argovit-

2® 
Argovit-

3® 
Argovit-

4® 
Argovit-

5® 

40 3 ± 6 a 13 ± 6 b 3 ± 6 ab 10 ± 0 b 3 ± 6 ab 

100 13 ± 6 b 
20 ± 10 

b 
10 ± 0 b 17 ± 6 c 7 ± 6 ab 

200 20 ± 0 b 27 ± 6 bc 17 ± 12 c 30 ± 0 d 17 ± 12 bc 

1000 
43 ± 6 c 40 ± 10 

c 
------ 

50 ± 0 e 
30 ± 0 c 

C+ 0 ± 0 a 0 ± 0 a 0 ± 0 a 0 ± 0 a 0 ± 0 a 

C- (PBS) 100 ± 0 d 
100 ± 0 

d 
100 ± 0 d 

100 ± 0 
f 

100 ± 0 d 

Los valores están representados en promedios ± D.E. (n= 3). Las letras diferentes en 
las columnas indican diferencias significativas. 
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7.3 Análisis transcriptómico en branquias de camarón inyectados con AgNPs 
 

7.3.1 Análisis de los datos transcriptómicos  
 

El análisis de componentes principales 2 clusters (agrupaciones) con 79% de variabilidad total de 

los datos. El componente principal 1 (CP1) mostró un 56% de varianza, señalando que las 

réplicas del control NegA y NegB, junto con ArgB tienden a agruparse.  

 

Por otra parte, el componente principal 2 (CP2) mostró un 23% de varianza y señala que las 

réplicas del grupo tratado se encuentran un poco más dispersas (Fig. 10a). Este comportamiento 

también se observó en la matriz de correlación de distancias y señala que la librería ArgB 

muestra cierta relación con los controles (NegA y NegB) (Fig. 10b). Sin embargo, es común 

debido al procesamiento de las muestras en pools y al bajo número de réplicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10. Análisis de componentes principales. El eje Y muestra el porcentaje de variación del 
componente 2. El eje X muestra el porcentaje del componente 1. El circulo en rojo muestra las 
librerías construidas a partir replicas biológicas provenientes del grupo tratado con AgNPs. El 
circulo azul muestra las librerías construidas a partir replicas biológicas del grupo control. 
 

 

 

ArgA 

NegA 

ArgB 

NegB  
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7.3.2 Análisis de genes expresados diferencialmente 
 

En el grupo tratado con AgNPs respecto al control, se identificaron 298 genes diferencialmente 

expresados De los cuales, 155 genes presentaron sobre-expresión y 143 genes estuvieron sub-

expresados (Fig. 11). La Tabla 17 y Tabla 18 muestran los niveles de expresión de los 20 genes 

diferencialmente sobre-expresados y sub-expresados acorde a la etiqueta (ID) del genoma de 

referencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. MA-plot de genes expresados diferencialmente en tejido branquial. El eje X muestra 
los conteos por millón transformados logarítmicamente (logCPM) y el eje Y muestra el cambio 
de expresión transformado logarítmicamente (logFC) entre el grupo tratado versus el control. 
Los genes expresados diferencialmente sobre y sub-regulados con una tasa de descubrimiento 
falso (FDR) menor a 0.05 se muestran en puntos rojos.  
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Tabla 17. Lista de los 20 genes más significativamente regulados al alza 

 ID1 Gen logFC2 logCPM3 PValue4 FDR5 

1 MSTRG.4906.15 LOC113807116 16.07556 7.058602387 2.94E-66 8.05E-62 
2 XM_027358296.1 LOC113807116 14.19419 5.179068699 5.75E-43 5.24E-39 
3 MSTRG.6812.7 LOC113809991 12.94180 3.930169452 9.07E-24 4.96E-20 
4 MSTRG.316.10 LOC113803567 12.83796 3.826622626 2.21E-13 2.63E-10 
5 MSTRG.7770.11 LOC113811733 11.99237 2.986364132 1.34E-19 4.59E-16 
6 MSTRG.16745.5 LOC113826864 11.99827 2.992468641 7.33E-12 6.82E-09 
7 XM_027378235.1 LOC113825408 11.94455 2.938849669 1.14E-18 2.83E-15 
8 MSTRG.285.13 LOC113803099 11.58116 2.578996836 5.10E-17 1.07E-13 
9 MSTRG.7634.5 LOC113811463 11.12036 2.123605427 2.07E-12 2.02E-09 

10 MSTRG.7132.2 LOC113805529 10.95454 1.961628228 8.21E-07 1.76E-04 
11 MSTRG.6948.6 LOC113828429 10.93528 1.942701348 9.75E-07 1.99E-04 
12 MSTRG.13501.2 LOC113821536 10.91794 1.926011834 3.75E-05 4.34E-03 
13 MSTRG.13825.1 LOC113822105 10.80182 1.810152508 2.75E-11 2.28E-08 
14 XM_027368153.1 LOC113816127 10.77053 1.779729639 2.68E-14 3.67E-11 
15 MSTRG.16915.2 LOC113827159 10.55436 1.567667443 7.48E-12 6.82E-09 
16 XM_027379647.1 LOC113826765 10.54099 1.55375137 2.65E-07 7.25E-05 
17 MSTRG.9488.2 LOC113814616 10.41820 1.433817716 8.36E-08 2.76E-05 
18 XM_027369583.1 LOC113817510 10.19265 1.214995068 9.63E-12 8.50E-09 
19 MSTRG.5882.17 LOC113808617 10.16339 1.185453431 1.01E-07 3.10E-05 
20 MSTRG.488.3 LOC113805986 10.09538 1.120237272 3.71E-11 2.90E-08 

ID
1
= identificador de la secuencia, 

logFC
2
= cambio de expresión transformado logarítmicamente, 

logCPM
3
= conteos por millón transformados logarítmicamente,  

PValue
4
= Valor P,  

FDR
5
= Tasa de descubrimiento falso.  

Tabla 18.  Lista de los 20 genes más significativamente regulados a la baja 

 ID1 Gen logFC2 logCPM3 PValue4 FDR5 

1 MSTRG.5624.1 LOC113808270 -14.43333638 5.417582365 3.33E-48 4.55E-44 
2 MSTRG.16318.7 LOC113826199 -14.16404987 5.148918192 1.48E-05 1.90E-03 
3 MSTRG.5624.3 LOC113808270 -13.05476273 4.04203277 3.37E-32 2.30E-28 
4 XM_027377941.1 LOC113825148 -12.44957339 3.439422956 8.02E-22 3.65E-18 
5 XM_027353288.1 LOC113802681 -12.12917091 3.121309588 5.14E-10 3.43E-07 
6 MSTRG.5526.1 NA -11.80159627 2.794981879 1.80E-08 7.36E-06 
7 MSTRG.1186.14 LOC113817599 -11.76747319 2.760974562 3.75E-07 9.59E-05 
8 MSTRG.11810.4 LOC113818750 -11.62699218 2.621724183 1.18E-07 3.48E-05 
9 MSTRG.5440.18 LOC113807930 -11.52458119 2.520157344 4.48E-07 1.09E-04 

10 MSTRG.13576.2 LOC113821648 -11.3955668 2.392295983 1.91E-06 3.49E-04 
11 MSTRG.18179.3 LOC113829339 -11.37418652 2.372263139 8.79E-19 2.40E-15 
12 MSTRG.15052.3 LOC113823946 -11.32949926 2.32775259 8.78E-13 9.60E-10 
13 MSTRG.6852.4 LOC113810030 -11.14783578 2.14871027 7.85E-15 1.43E-11 
14 XM_027372826.1 LOC113820488 -11.13220027 5.216320882 1.48E-14 2.25E-11 
15 XM_027372827.1 LOC113820488 -11.13220027 5.216320882 1.48E-14 2.25E-11 
16 XM_027377944.1 LOC113825148 -10.62761343 1.636398874 2.52E-13 2.87E-10 
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7.3.2.1 Genes sobre-expresados 
 

El gen más sobre-expresado (FC>2) fue ficolin-1 con un FC > 16, seguido por otra isoforma de 

ficolin-1; genes para ficolinas, aún no caracterizados funcionalmente. Sin embargo, se ha visto 

que estas proteínas están involucradas dentro del sistema inmune innato y actúan como 

moléculas de reconocimiento de patrones conocidas como inmunolectinas (Tabla 19). 

 

17 MSTRG.6543.11 LOC113809569 -10.47990133 1.493100849 2.87E-06 4.81E-04 
18 MSTRG.12922.3 LOC113820663 -10.34845569 1.361990881 1.85E-09 1.05E-06 
19 MSTRG.5440.2 LOC113807930 -10.32319826 1.336845471 6.22E-08 2.20E-05 
20 XM_027373195.1 LOC113820821 -10.30314289 1.317413338 1.80E-08 7.36E-06 

ID
1
= identificador de la secuencia, 

logFC
2
= cambio de expresión transformado logarítmicamente, 

logCPM
3
= conteos por millón transformados logarítmicamente,  

PValue
4
= Valor P,  

FDR
5
= Tasa de descubrimiento falso.  

 

Tabla 19. Función de 20 genes más significativamente regulados al alza 

 ID_proteína Proteína  Función  

1 XP_027214102.1 Ficolin-1 Función desconocida  
2 XP_027214099.1 Ficolin-1 Función desconocida  

3 XP_027217475.1 L-lactato deshidrogenasa  
Actividad L-lactato deshidrogenasa; Proceso 
metabólico de carbohidratos; Proceso 
metabólico de ácido carboxílico 

4 XP_027210169.1 Titina Función desconocida  

5 XP_027219325.1 alfa-1,6-manosil-glicoproteína 

Actividad alfa-1,6-manosilglicoproteína 2-beta-N-
acetilglucosaminiltransferasa; Unión de iones 
metálicos; glicosilación de proteínas; Proceso 
biosintético de oligosacáridos. 

6 XP_027235563.1 Anexina B10 
Unión a iones de calcio; Unión de fosfolípidos 
dependiente de calcio 

7 XP_027234036.1 
Subunidad no catalítica de proteína 
activadora de GTPasa rab3 

Actividad activadora de GTPasa; Regulación de la 
actividad de GTPasa 

8 XP_027209655.1 Anhidrasa carbónica-1 
Actividad de carbonato deshidratasa; Unión de 
iones de zinc 

9 XP_027219012.1 Anquirina-2 Función desconocida  

10 XP_027212332.1 Proteasa de blástula (BP10) 
Actividad metaloendopeptidasa; Unión de iones 
de zinc; Proteólisis 

11 XP_027237210.1 
Proteína 13 que contiene el 
dominio CCCH de dedo de zinc 

Función desconocida  

12 XP_027229841.1 Proteína predicha hipotéticamente Función desconocida  
13 XP_027230431.1 Erbina Función desconocida  
14 XP_027223954.1 Proteína del complejo T11 (TCP11) Función desconocida  

15 XP_027235859.1 
Hormona nuclear del receptor FTZ-
F1 beta 

Actividad del receptor nuclear; Unión de iones de 
zinc; unión de ADN de secuencia específica; 
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Según el análisis de la ontología, los principales procesos biológicos de los genes sobre-

expresados están asociados a proteólisis, fosforilación oxidativa, fosforilación de proteínas, 

transporte de membrana, transducción de señales, respuesta a estrés oxidativo, glicosilación de 

proteínas y detoxificación oxidante celular (Fig. 12), en donde las funciones principales se 

clasificaron para proteínas de unión a iones metálicos, de unión a ATP, proteínas de unión a 

iones Zinc, constituyentes estructurales de cutícula y proteínas con actividad metalopeptidasa 

(Fig. 13). La clasificación basada en el componente celular indica que los productos de estos 

genes son proteínas integrales de membrana, citoplasma, núcleo, membrana y en ambiente 

extracelular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 12. Proceso biológico de genes sobre-expresados 

Regulación de la transcripción, ADN templado; 
Vía de señalización del receptor intracelular 

16 XP_027235449.1 Pro-resilina Función desconocida  
17 XP_027222469.1 Proteina desconocida  Función desconocida  

18 XP_027225384.1 
Transportador de monocarboxilato 
12 

Función desconocida  

19 XP_027215877.1 
Proteína 2 asociada a microtúbulos 
de equinodermo  

Proteólisis   

20 XP_027212878.1 
Factor activador de la 
Profenoloxidasa 

Actividad endopeptidasa de tipo serina; 
Proteólisis 
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Figura 13. Función molecular de genes sobre-expresados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 14. Componente celular de genes sobre-expresados 
 

En el análisis de rutas metabólicas de las 155 secuencias ingresadas en KEGG, se obtuvo un 

16.1% de anotación funcional (25 secuencias anotadas)(Fig. 15), de la cual el 6% corresponden a 

la familia de proteínas asociadas al procesamiento de información genética (ko03000), donde 

predominan procesos de biogénesis del ARN mensajero (ko03019), tráfico de membranas 

(ko04131) y sistema de ubiquitina (ko04121), seguido del 2.6% correspondientes a familias de 

proteínas asociadas a procesos celulares y de señalización, siendo la categoría funcional de 
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proteínas del citoesqueleto (ko04812), la que presentó un mayor número de genes. También, se 

encontró un 1.3% correspondiente a familias de proteínas asociadas al metabolismo, siendo la 

categoría de enzimas (ko01000), la más abundante en cuanto a número de genes, seguido de 

proteínas quinasas (ko01001), fosfatasas (ko01009) y glucosiltransferasas (ko01003). De igual 

manera, se encontró un 1.3% de proteínas asociadas a procesamiento de información 

ambiental, llevándose procesos de transducción de señales para vías de señalización de calcio 

(K00476) y PI3K-Akt (K06252) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Rutas metabólicas de genes sobre-expresados en camarones tratados 
intramuscularmente con Argovit-4® 
 
7.3.2.2 Genes sub-expresados 
 

De los 143 genes sub-expresados (FC<-2) que se identificaron, el gen que más se sub-expreso 

fue LOC113808270 codificante para una proteína no caracterizada/hipotética de 

C7M84_007055 cuya función se desconoce. El segundo gen que más se sub-expreso 

correspondió a LOC11382619 codificante para la proteína 2 de unión al factor de crecimiento 

tipo insulina, el cual regula el crecimiento celular (Tabla 20). 
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Según el análisis de la ontología resultante, los principales procesos biológicos de los genes sub-

expresados están asociados a procesos de proteólisis, regulación negativa de la actividad 

endopeptidasa, regulación de actividad catalítica, fosforilación de proteínas, regulación de la 

transcripción de ADN, fosforilación oxidativa, entre otros (Fig. 16). Siendo principalmente 

proteínas, de unión a ATP, unión a iones metálicos, de unión a iones Zinc, actividad inhibidora 

de endopeptidasas tipo serina, de unión a ARN, de unión a hemo y actividad metalopeptidasa 

 Tabla 20.   Función de 20 genes más significativamente regulados a la baja 

 ID proteína  Proteína  Función 

1 Sin ID 
Proteína hipotética de 
C7M84_007055 

Función desconocida 

2 XP_027234874.1 
proteína 2 de unión al factor de 
crecimiento tipo insulina 

Regulación del crecimiento celular 

3 Sin ID 
Proteína hipotética de 
C7M84_007055 

Función desconocida 

4 XP_027233742.1 
6-phosphofructo-
2kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase 

Proceso metabólico de la fructosa 2,6-bisfosfato; 
fosforilación de carbohidratos; actividad de 6-
fosfofructo-2-kinasa; actividad de la fructosa-2,6-
bisfosfate 2-fosfatasa 

5 XP_027209089.1 Notch 
Vía de señalización Notch; diferenciación celular; 
regulación del proceso de desarrollo; unión a iones 
calcio 

6 Sin ID Proteína desconocida Función desconocida 

7 XP_027225449.1 Mucina 
Secreción de glicoproteínas, adhesión celular y 
procesos inmunológicos 

8 XP_027226742.1 Receptor relacionado con sortilin Componente integral de membrana 

9 XP_027215058.1 Peroxidasa 
Respuesta a estrés oxidativo; detoxificación 
oxidante celular; actividad peroxidasa 

10 XP_027229962.1 Katanina Corte y unión de microtúbulos 
11 XP_027238295 Proteína de transmembrana 179 Función desconocida 

12 XP_027232479.1 
proteína de hemocitos-glutamina 
gamma-glutamiltransferasa 

Entrecruzamiento peptídico; actividad de la 
proteína-glutamina gamma-glutamiltransferasa; 
Unión a iones metálicos 

13 XP_027217517.1 Proteina no caracterizada Función desconocida 
14 XP_027228627.1 Hornerin Función desconocida 
15 XP_027228627.1 Hornerin Función desconocida 

16 XP_027233745.1 
6-phosphofructo-2-
kinasa/fructose-2,6- bisfosfatasa 

Proceso metabólico de la fructosa; proceso 
metabólico de la fructosa 2,6-bisfosfato; 
desfosforilación; fosforilación de carbohidratos; 
actividad de 6-fosfofructo-2-kinasa; unión a ATP 

17 XP_027217000.1 Proteína 1 tipo beta integrina Función desconocida 
18 XP_027228804.1 Proteína homologa a RER1 Función desconocida 

19 XP_027215058.1 Peroxidasa 
Respuesta a estrés oxidativo; detoxificación 
oxidante celular 

20 XP_027228996.1 Mucina 17 
Secreción de glicoproteínas, adhesión celular y 
procesos inmunológicos 
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(Fig. 17), estando localizados en el componente integral de membrana, núcleo, región 

extracelular, citoplasma, membrana y en espacio extracelular (Fig. 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16. Proceso biológico de genes sub-expresados 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17. Función molecular de genes sub-expresados 
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Figura 18. Componente celular de los genes sub-expresados 
 

En el análisis de rutas metabólica de las 143 secuencias ingresadas en KEGG se obtuvo un 14.1% 

de anotación funcional (Fig. 19), en donde el 2.82% corresponden a la familia de proteínas 

presentes en el procesamiento de información genética, predominando los genes codificantes 

para proteínas asociadas a cromosomas (ko03036), factores de traducción (ko03012) y tráfico 

de membranas (ko04131), seguido del 2.82% de genes asociados a la categoría de 

enfermedades humanas (09160), Asimismo, se encontró que el 2.11% de genes involucrados en 

rutas del metabolismo de carbohidratos (09101), llevándose a cabo rutas metabólicas 

relacionadas al metabolismo de fructosa y manosa, y metabolismo del butanoato. 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 19. Rutas metabólicas asociadas a genes sub-expresados en camarones expuestos 
intramuscularmente con Argovit-4® 
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7.4 Efecto de la toxicidad aguda de Argovit-4® en alimento a distintas concentraciones 
 

Ningunas de las concentraciones de Argovit-4® (10, 100 y 1000 µg de AgNPs/g) suministradas 

en el alimento de manera continua por 8 días ocasionaron mortalidad en los organismos 

tratados. Además, no se observaron manifestaciones de comportamiento atípico (evaluado 

mediante falta de apetito anormal por observación de intestino vacío, letargo, movimientos 

erráticos o mortalidad) atribuibles a una posible toxicidad (Fig. 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Supervivencia en porcentaje de camarones tratados con alimentos medicados que 
incluyen distintas concentraciones de AgNPs. El alimento 1 contiene 10 µg de AgNPs/g de 
alimento. El alimento 2 contiene 100 µg de AgNPs/g de alimento. El alimento 3 contiene 1000 
µg de AgNPs/g de alimento. 
 

7.5 Efecto antiviral de Argovit-4® en una dosis alimenticia contra WSSV 
 

Los alimentos suplementados con 10, 100 y 1000 μg de Argovit-4®/g de alimento, fueron 

administrados a grupos de camarones y posteriormente expuestos al virus por vía oral 

suministrando tejido muscular de camarones infectados (como se indica arriba). Los resultados 

mostraron un efecto en la disminución de la mortalidad de manera dosis dependiente, 

alcanzando supervivencias de 84, 90 y 97 % respectivamente contra 57% en el control sin 

Argovit-4®. El control negativo no presentó mortalidad (Fig. 21). 
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Figura 21. Supervivencia de camarones tratados con distintas concentraciones Argovit-4® en el 
alimento y retados contra WSSV por vía oral. Los resultados se presentan como media ± DE. Las 
letras diferentes en la gráfica indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo 
a un ANDEVA unifactorial (P≤ 0.05) y una prueba Tukey.   
 

7.6 Capacidad inmunoestimulante de Argovit-4® incorporado en alimento 
 

Los niveles de expresión del gen Crustin no mostraron cambios en las primeras 24 horas del 

tratamiento, alcanzando el pico más alto a las 48 horas. Sin embargo, no fueron significativos 

(P= 0.074) con respecto al control (Fig. 22a). Mientras que, los niveles de expresión para el gen 

PEN4 no mostraron cambios (P> 0.05) en las primeras horas del tratamiento con respecto al 

control (Fig. 22b).  
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Figura 22. Niveles de expresión de genes asociados a péptidos antimicrobianos en camarones 
alimentados con 1000 µg de Argovit-4®/g. a) gen Crustina y b) gen penaeidina (PEN4). Las barras 
negras muestran los niveles de expresión génica en hemocitos de los organismos en el control 
sin Argovit-4® y las barras blancas muestran los niveles de expresión génica en los organismos 
tratados. Los resultados se presentan como media ± DE. Las letras diferentes sobre las barras 
indican diferencias significativas entre el control y el tratamiento en cada tiempo, de acuerdo a 
una prueba de T-student (P≤ 0.05). 

 

Las AgNPs por sus diferencias de tamaño podrían ser fagocitadas.  Por lo tanto, en el presente 

estudio se evaluaron los niveles de expresión del gen PAP (gen que codifica para la proteína 

activadora de la fagocitosis) y del gen Rab6 (gen que codifica para la proteína de unión tipo Ras-

6, relacionada con la formación de fagosomas). La expresión alcanzó el pico más alto a las 48 

horas, pero sin diferencias significativas entre el tratamiento y el control (P≤ 0.05) (Fig. 23a y 

23b). 
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Figura 23. Niveles de expresión de genes asociados a fagocitosis en camarones alimentados con 
1000 µg de Argovit-4®/g. a) gen PAP y b) gen Rab6. Las barras negras muestran los niveles de 
expresión génica en hemocitos de los organismos en el control sin Argovit-4® y las barras 
blancas muestran los niveles de expresión génica en los organismos tratados. Los resultados se 
presentan como media ± DE. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias 
significativas entre el control y el tratamiento en cada tiempo, de acuerdo a una prueba de T-
student (P≤ 0.05). 
 

La expresión del gen proPO, mostró un descenso significativo a las 48 h en los camarones 

tratados con AgNPs con respecto al control (P= 0.024) (Fig. 24). Estos resultados descartan el 

efecto inmunoestimulante de Argovit-4®, y sugiere las AgNPs poder regular de manera negativa 

la expresión del gen proPO. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a
  

b
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Figura 24. Niveles de expresión del gen asociado al sistema profenoloxidasa en camarones 
alimentados con 1000 µg de Argovit-4®/g. Las barras negras muestran los niveles de expresión 
génica en hemocitos de los organismos en el control sin Argovit-4® y las barras blancas 
muestran los niveles de expresión génica en los organismos tratados. Los resultados se 
presentan como media ± DE. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias 
significativas entre el control y el tratamiento en cada tiempo, de acuerdo a una prueba de T-
student (P≤ 0.05). 
 

7.7 Efecto de la toxicidad crónica de AgNPs incluidas en la alimentación por intervalos de 
tiempo 
 

7.7.1 Variables productivas  
 

Se aplicó una ración de alimento adicionado con 1000 µg de Argovit-4®/g de alimento a 

juveniles de camarón con tres frecuencias [diario (D1), cada 4 días (D4) y cada 7 días (D7)] 

durante 28 días. El grupo control consistió en camarones alimentados con alimento comercial 

sin Argovit-4®.  

 

Los organismos del control presentaron el mayor peso ganado (PG) y menor FCA. Sin embargo, 

no fue significativamente diferente al resto de los tratamientos (PPG= 0.488; PFCA= 0.548). Por 

otra parte, el grupo D7 mostró una mayor tasa de crecimiento específica (TCE) comparado con 

el resto de los tratamientos. No obstante, el análisis estadístico no mostró diferencias 

significativas (PTCE= 0.473). En cuanto a la supervivencia, fue muy alta en todos los tratamientos 
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sin encontrar diferencias significativas entre ellas (PS= 0.519). El grupo D1 registró la menor 

supervivencia (97%) con respecto a los demás tratamientos donde no hubo mortalidad. Los 

resultados indican que las frecuencias de Argovit-4®, no ejercen efectos significativos (P≤0.05) 

en las variables de rendimiento productivo en juveniles de camarón. 

 
Tabla 21. Rendimiento productivo de camarón alimentado con AgNPs a tres frecuencias 
de alimentación de AgNPs durante 28 días 

Parámetros productivos 
Tratamientos 

D1 D4 D7 Control 

Densidad (org/m3) 133 133 133 133 
Peso inicial (g/camarón) 4.82 ± 0.19 5.05 ± 0.03 4.84 ± 0.15 4.95 ± 0.12 
Peso final (g/camarón) 5.98 ± 0.35 6.06 ± 0.05 6.01 ± 0.26 6.13 ± 0.11 

Biomasa (g) 115.67 ± 9.16 121.17 ± 0.96 120.23 ± 5.20 122.60 ± 2.13 
PG1 (g)  24.01 ± 2.73 a 19.96 ± 0.43 a 24.23 ± 6.57 a 23.85 ± 2.82 a 

TCE2 (%/día)  0.65 ± 0.15 a 0.65 ± 0.01 a 0.77 ± 0.19 a 0.76 ± 0.08 a 
S3 (%) 97 ± 0.6 a 100 ± 00 a 100 ± 00 a 100 ± 00 a 
FCA4 2.60 ± 0.46 a 2.81 ± 0.06 a 2.41 ± 0.56 a 2.37 ± 0.30 a 

PG
1
 = Peso ganado, 

TCE
2
 = tasa de crecimiento específica,  

S
3
 = supervivencia,  

FCA
4
 = factor de conversión alimenticia. Los valores de la misma fila con diferentes letras de superíndice son 

diferentes significativamente (P≤ 0.05).  

 

7.7.2 Análisis del daño histológico  
 

Los organismos que fueron alimentados con Argovit-4® (1000 µg/g) cada 1, 4 y 7 días 

presentaron alteraciones en hepatopáncreas. Se identificó la presencia de atrofia, delaminación 

de túbulos e infiltración hemocítica para cuantificar el grado de daño general del tejido (análisis 

semicuantitativo) y el diámetro de las células B (análisis cuantitativo) como evidencia de lesión 

en el tejido. Los resultados muestran una relación directa entre el grado de daño encontrado y 

el régimen alimenticio (Fig. 25), siendo la frecuencia de alimentación continua y cada 4 días, las 

que generaron un mayor grado de infiltración significativa de hemocitos en hepatopáncreas 

comparado con la alimentación de 7 días y el control (P=0.015).  
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Figura 25. Evaluación semicuantitativa del grado de daño en hepatopáncreas de P. vannamei 
bajo distintos regímenes de alimentación con Argovit-4® (1000 µg/g). a) grado de atrofia celular, 
b) grado de descamación epitelial, c) grado de infiltración hemocítica, d) grado de delaminación 
celular. Los resultados se presentan como media ± DE. Las letras diferentes en la gráfica indican 
diferencias significativas mediante las pruebas de Kruskal-Wallis (P≤ 0.05) seguido de una 
prueba de Dunn.  
 

Acorde al daño general del tejido, se encontraron diferencias significativas (P=0.036) entre el 

grupo alimentado diariamente con respecto al alimentado cada 7 días, por lo que dar 

alimentación diariamente AgNPs por periodos superiores de 28 días, perjudica la salud del 

camarón (Fig. 26)   
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Figura 26. Evaluación semicuantitativa del grado de daño general a hepatopáncreas. Los 
resultados se presentan como media ± DE. Las letras diferentes en la gráfica indican diferencias 
significativas mediante las pruebas de Kruskal-Wallis (P≤ 0.05) seguido de una prueba de Dunn. 
 

Por otra parte, se presentó una disminución significativa (P= 2.2e-16) del tamaño de las células 

B de los grupos experimentales comparadas con grupo el control como se observa en la Figura 

27, siendo el grupo de alimentación continua, la frecuencia alimenticia que presento una 

disminución de las células B del control (12.25±1.02 μm) comparado con el control (24.44±1.94 

μm). Las alteraciones histopatológicas en hepatopáncreas se pueden observar de manera 

descriptiva en la Figuras 27 y 28. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Evaluación cuantitativa del diámetro de células B en micras (µm). Los resultados se 
presentan como media ± DE. Las letras diferentes en la gráfica indican diferencias significativas 
mediante las pruebas de Kruskal-Wallis (P≤ 0.05) seguido de una prueba de Dunn. 
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Figura 28. Micrografía en hepatopáncreas (Hep) de camaron alimentado con AgNPs por 
frecuencias alimenticias. A) grupo control con células B (HpB), túbulos (Tub), Lumen (Lum). B) 
grupo alimentado continuamente, las flechas muestran espacios en blanco de células 
desprendidas (Dec), Atrofia (Atr). C) grupo alimentado cada 4 días, las flechas indican Atrofia 
(Atr), infiltración hemocítica (Hem). D) grupo alimentado cada 7 días, espacios en blanco de 
células desprendidas (Dec), células B (HpB).  
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7.8 Respuesta antiviral en camarones sobrevivientes a toxicidad crónica contra WSSV 
 
7.8.1 Efecto protector de la alimentación continua y por intervalos de tiempo contra WSSV 
 

Se realizó un experimento con juveniles de camarón suministrando Argovit-4® (1000 µg/g) en el 

alimento: diario (D1), cada 4 días (D4) y cada 7 días (D7). Después de 28 días de tratamiento, los 

camarones fueron infectados por vía oral con WSSV. Los resultados mostraron 10% de 

supervivencia en el control sin Argovit-4® a las 240 horas post-infección. En contraste, no se 

presentó mortalidad en el control negativo. Por otro lado, el grupo D7 alcanzó 50% de 

supervivencia, mientras que, el grupo D1 y D4 alcanzaron 10 y 30 % de supervivencia 

respectivamente (Fig. 29). 

 

 
Figura 29. Supervivencia en camarones tratados con Argovit-4® (1000 µg/g) en el alimento, 
suministrado bajo diferentes regímenes de frecuencia [diario (D1), cada 4 días (D4) y cada 7 días 
(D7)] y retados contra WSSV por vía oral. Los resultados se presentan como el promedio de 
supervivencia ± DE. Las letras diferentes en la gráfica indican diferencias significativas (P≤ 0.05) 
y una prueba de Tukey.  
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7.8.2 Capacidad de respuesta del sistema inmune ante WSSV  
 
7.8.2.1 Gen de la proteína activadora de la fagocitosis (PAP) 
 

El análisis del gen PAP, relacionado con la fagocitosis, mostró una disminución de la expresión 

en el control y en el tratamiento D7 (6 y 12 hpi); en el tratamiento D1 la expresión aumentó a 

las 6 hpi (Figura 30). Por otra parte, a las 0h el control tubo la mayor expresión con respecto a 

los tratamientos, a su vez el tratamiento D7 tuvo mayor expresión que D1 y D4. A las 6 hpi el 

tratamiento D1 alcanzó la mayor expresión de PAP con respecto al control y D4. No hubo 

diferencias entre los tratamientos a las 12 hpi (Figura 30). 

 

Figura 30. Respuesta transcripcional del gen PAP en camarones retados contra WSSV. Los 
organismos fueron previamente tratados durante 28 días con una dosis de A-AgNPs diario (D1), 
cada 4 días (D4), cada 7 días (D7) y un control sin AgNPs. La expresión del gen se evaluó antes 
de la infección (0h) y a las 6 y 12 hpi. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) 
entre tratamientos en cada tiempo. El asterisco (*) indica diferencias significativas con 0h.  
 

7.8.2.1.1 Gen de la Profenoloxidasa (ProPO) 
 

El análisis del gen ProPO, mostró una disminución de la expresión en el control y en el 

tratamiento D7 después de la infección (6 y 12 hpi); en contraste, en el tratamiento D1 la 

expresión aumentó a las 6 hpi (Figura 31). Por otra parte, a las 0h el control tubo la mayor 

expresión con respecto a los tratamientos con A-AgNPs, a su vez el tratamiento D7 tuvo mayor 

expresión que D1 y D4. A las 6 hpi el tratamiento D1 alcanzaron una mayor expresión de ProPO 

con respecto a los demás tratamientos. A las 12 hpi el control y D1 tuvieron mayor expresión 

que D4 y D7 (Figura 31). 
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Figura 31. Respuesta transcripcional del gen ProPO en camarones retados contra WSSV. Las 
condiciones experimentales son las mismas que en la figura 30.  
 

7.8.2.1.2 Expresión del gen de la lectina 3 tipo C (CTL-3) 
 

El análisis del gen CTL-3, mostró un aumento en la expresión en el control y D1 a las 6hpi; en 

contraste, en el tratamiento D4 la expresión disminuyó a las 12 hpi (Figura 32). Por otra parte, 

no hubo diferencias significativas a las 0h entre los tratamientos. A las 6 hpi el tratamiento D4 

alcanzó la mayor expresión de CTL-3 con respecto a los demás tratamientos y D7 tubo la menor 

expresión. A las 12 hpi el tratamiento D4 tuvo la menor expresión con respecto a los demás 

tratamientos (Figura 32). 

 

 

Figura 32. Respuesta transcripcional del gen CTL-3 en camarones retados contra WSSV. Las 
condiciones experimentales son las mismas que en la figura 30.  
 

7.8.2.1.3 Expresión genética de péptidos antimicrobianos (PEN3, PEN4 y Crustina) 
 

El análisis del gen PEN3, mostró una disminución de su expresión en el tratamiento D7 a las 12 

hpi (Figura 33A). Por otra parte, no hubo diferencias significativas a las 0h entre los 
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tratamientos. A las 6 hpi los tratamientos D4 y D7 alcanzaron una mayor expresión de PEN3 con 

respecto a D4 ya al control. A las 12 hpi el tratamiento D7 tuvo la menor expresión con respecto 

a los demás tratamientos (Figura 33A). Por otra parte, el análisis del gen PEN4, solo mostró un 

efecto en el tratamiento D7 con un aumento significativo de su expresión a las 12 hpi con 

respecto a los demás tratamientos (Figura 33B). Por otra parte, el análisis del gen Crustina, 

mostró un aumento de su expresión en los tratamientos D1 y D4 a las 6 y 12 hpi. En contraste el 

tratamiento D7 presentó una reducción en la expresión de Crustina a las 12 hpi (Figura 33C). Por 

otra parte, a las 0h el control y el tratamiento D7 tuvieron la mayor expresión con respecto a D1 

y D4. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos a las 6 hpi. A las 12 hpi el control 

y D1 tuvieron mayor expresión que D4 y D7 (Figura 33C). 

 

Figura 33. Respuesta transcripcional de los genes PEN3 (A), PEN4 (B) y Crustina en camarones 
retados contra WSSV. Las condiciones experimentales son las mismas que en la figura 30.  
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8. DISCUSIÓN 
 

8.1 Efecto de la toxicidad aguda por AgNPs inyectadas en camarón  
 

Como en toda actividad productiva, la industria del camarón cuenta con una serie de retos para 

mantener su sustentabilidad. Uno de los más significativos han sido las enfermedades 

ocasionadas por virus. El virus que ha causado más daño en los cultivos de camarón en todo el 

mundo ha sido el virus del síndrome de la mancha blanca (WSSV). La enfermedad de la mancha 

blanca (WSD) puede ocasionar el 100% de mortalidad en los casos más severos (Lightner et al., 

2011; Escobedo-Bonilla et al., 2015; Álvarez-Ruiz et al., 2015; Romo-Quiñonez et al., 2020). 

Como el camarón carece de un sistema inmune adaptativo, la inmunización no ha sido una 

opción potente para contrarrestar a los patógenos (Morales-Covarrubias et al., 2010; Fonseca-

Moreno et al., 2013; Cárcamo-Aréchiga et al., 2016; Chen & He, 2019). En este sentido, el uso 

de nanopartículas de plata o AgNPs se posiciona como una alternativa viable para el 

tratamiento de enfermedades infecciosas contra virus, bacterias y parásitos (Barakat et al., 

2016; Morales-Covarrubias et al., 2016; Acedo-Valdez et al., 2017; Pimentel-Acosta et al., 2019). 

Sin embargo, uno de los principales impedimentos de cualquier aplicación de un producto en 

organismos marinos, es el efecto tóxico que pueda causar. En el caso de las AgNPs su toxicidad 

parece estar asociada a su naturaleza oxidativa e inflamatoria (Cho et al., 2009), la cual genera 

genotoxicidad (AshaRani et al., 2009) y citotoxicidad (Gliga et al., 2014) mediante la generación 

de especies reactivas de oxígeno (EROs). Cuando las AgNPs se mantienen dentro de un 

organismo por un periodo prolongado, y las enzimas antioxidantes no logran neutralizarlas, se 

puede producir estrés oxidativo que culmina en la inducción de apoptosis, daño del material 

genético, desestabilización de membranas, disrupción de proteínas y mitocondrias (Carlson et 

al., 2008; Choi & Hu, 2008; AshaRani et al., 2009; Horie et al., 2012; Parveen et al., 2012; Arvizo 

et al., 2012; Borrego et al., 2016; Coutiño et al., 2017; Tang & Zheng, 2018).  

 

Por otra parte, las AgNPs en ambientes acuáticos tienen una alta capacidad de formar 

agregados (Lekamge et al., 2018). En este sentido, es posible que cuando las AgNPs sean 

inoculadas en el camarón, estas interactúen con la hemolinfa y formen agregados. La liberación 

de los iones plata (Ag+) de los agregados en el interior del camarón pueden desencadenar 
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efectos notorios de toxicidad en un corto periodo de exposición. Este fenómeno ya ha sido 

reportado por Arulvasu et al. (2014) en experimentos con Artemia salina expuestos a 12 nM 

(1.29 ng/Artemia) de AgNPs por 48 h, observando agregación de estas en la región intestinal, 

células apoptóticas y daño al ADN, seguido de aumento en la tasa de mortalidad. Por otra parte, 

las mortalidades causadas por iones de plata en crustáceos ya han sido descritas por Ishwarya et 

al. (2016), al determinar los efectos tóxicos de AgNO3 en Ceriodaphnia cornuta. La plata iónica a 

partir de AgNO3 mostró 100% de mortalidad a 40 μg/mL, incluso se observaron altas tasas de 

mortalidades a dosis de 20 y 30 μg/mL. Esto mismo fue reportado por Banumathi et al. (2017) 

obteniendo un 100% de mortalidad de Ceriodaphnia cornuta después de la exposición a AgNO3 

(40 μg/mL). Por otra parte, se ha reportado que la plata metálica en dosis bajas no causa altas 

mortalidades en camarones (Juárez-Moreno et al., 2017), alcanzando supervivencias hasta del 

98.7% en camarones inyectados con 5, 50 y 200 ng/g de camarón, después de 96 h de 

exposición. 

 

Teniendo en cuenta lo anterior, en este estudio no se registraron signos evidentes de toxicidad 

en camarones tratados con cinco formulaciones de AgNPs (Argovit®) inyectando 50 y 1000 ng/g 

de camarón. Esto indica que las AgNPs de Argovit® no son tóxicas para el camarón. Esto puede 

deberse al diseño único de las AgNPs Argovit® y su recubrimiento con PVP (polivinilpirrolidona), 

de tal manera que transita por el organismo hasta llegar a su objetivo. Los resultados 

encontrados concuerdan con Juárez-Moreno et al. (2017), donde no reportaron cambios de 

comportamiento de los camarones tratados, ni alteraciones en la cantidad de hemocitos o 

descensos en el consumo de oxígeno. Ochoa-Meza et al. (2019) no reportaron daño histológico 

significativo en camarones sometidos a dosis de 120 y 1200 ng/g de plata metálica (Argovit®) 

por 96 h de exposición. Por el contrario, Chávez-Sánchez et al. (2020) reportaron mortalidades 

de un 20% con dosis de 1339 ng/g. Por lo tanto, podría ser evidente la formación de agregados 

en camarones tratados con dosis superiores a 1000 ng/g, lo que conllevaría a la liberación de 

iones Ag+ en el sistema circulatorio del camarón, causando incremento en la toxicidad y 

consecuentemente la muerte del organismo.  
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8.2 Efecto antiviral de AgNPs contra WSSV por contacto directo   
 

La información sobre el efecto antiviral de las AgNPs en enfermedades por virus en camarón 

aún es limitada. Sin embargo, en el virus de la inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1), la acción 

antiviral se debe a la capacidad de las AgNPs de unirse a glicoproteínas de superficie viral ricas 

en grupos sulfhidrilo o grupos tioles (compuestos formados por un átomo de azufre y un átomo 

de hidrogeno S-H), rompen sus enlaces disulfuro, conduciendo a la unión viral deteriorada al 

receptor de la célula diana (Elechiguerra et al., 2005; Lara et al., 2010; Hati & Bhattacharyya, 

2020). Esto hace suponer que la acción antiviral de las AgNPs es dañar las proteínas de la 

superficie del virus, alterando la integridad estructural de los virus, lo que limita el paso del virus 

hacia la célula diana durante las primeras etapas del ciclo infectivo. En este contexto y con la 

finalidad de determinar si las AgNPs de Argovit® son capaces de inactivar o limitar la 

infectividad de WSSV, expusimos al virus con cinco formulaciones de AgNPs (Argovit®) y 

después se inocularon en los camarones. Los resultados demostraron que las cinco 

formulaciones de AgNPs tienen efecto antiviral por contacto directo, y que a mayor dosis de 

AgNPs el efecto es mayor. Este resultado coincide con lo encontrado por Speshock et al. (2010) 

que sugieren que las AgNPs fueron capaces de inhibir efectivamente la replicación de virus 

Tacaribe (Arenovirus), cuando sus inóculos infecciosos son sometidos a concentraciones de 

AgNPs antes de la infección. De igual manera, Borrego et al. (2016) sometieron inóculos 

infectivos del virus de la fiebre del valle del rift (RVFV) con AgNPs de Argovit® antes de la 

infección, lo que condujo a una reducción de su infectividad tanto en ensayo in vitro en cultivo 

con células Vero®, como en ensayo con ratón. 

 

Cabe mencionar que, de las cinco formulaciones evaluadas (Argovit-1®, Argovit-2®, Argovit-3®, 

Argovit-4® y Argovit-5®), se seleccionó Argovit-4® por ser la de mayor efecto antiviral para 

adicionarlo en el alimento. Posiblemente la mayor actividad de Argovit-4® está relacionada con 

la masa molecular de PVP y su capacidad de contacto con las AgNPs (Kyrychenko et al., 2015), 

ya que acorde a comunicación personal con la Dra. Nina Bogdanchikova, estas formulaciones 

evaluadas difieren en masa molecular de PVP, siendo Argovit-4® y Argovit-5® las AgNPs 
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recubiertas de PVP con mayor masa molecular de 45 a 58 KDa respectivamente. De esta 

manera, si la molécula de PVP es más corta, tiene menos masa molecular, y por lo tanto atrapa 

menos AgNPs, disminuyendo el contacto con el virus. Por esto, Argovit-4® mostró una actividad 

antiviral superior al compararla con las formulaciones Argovit® con PVP de menor masa 

molecular.  

 

8.3 Análisis transcriptómico de genes de respuesta a AgNPs  
 

Los estudios de RNAseq o secuenciación del ARN nos permite comprender el transcriptoma, es 

decir, todos los transcritos expresados (ARN mensajeros) en una célula o grupo de células, en un 

momento determinado o situación concreta, basándose en el análisis de sus perfiles de 

expresión génica (Morozova et al., 2009; Gironella-Cos, 2010). En resumen, un estudio RNAseq 

nos permite conocer que genes están activados y cuál es su nivel de expresión en un tejido o 

célula en un momento determinado. Además, dependiendo del estudio, también nos permite 

conocer en qué momento se activan o desactivan. En este sentido, con la finalidad de identificar 

que genes se expresan cuando se administra AgNPs en el camarón, se realizó un estudio de 

RNAseq. Para este análisis, se seleccionaron branquias como tejido diana debido a que su 

epitelio es capaz de atrapar partículas metálicas, las cuales elimina durante la muda (Martin et 

al., 2000; Henry et al., 2012; Chávez-Sánchez et al., 2020). Esto sugiere que el tejido branquial es 

capaz de bioacumular partículas metálicas por un cierto periodo, resultando en un tejido idóneo 

para identificar que genes se activan en presencia de AgNPs. El tejido branquial de 3 organismos 

fue considerado como una réplica biológica. Se enviaron 2 réplicas biológicas de camarones 

tratados con AgNPs y 2 no tratadas e infectadas con WSSV, generándose el mismo número de 

librerías. Lamarre et al. (2018) sugieren que, el número de replicas tiene un mayor impacto en el 

análisis de expresión diferencial que en la profundidad de secuenciación. En este sentido, aún 

no está completamente definido, cuántas réplicas biológicas se necesitan para garantizar una 

interpretación biológica válida de los resultados y tampoco cuáles herramientas estadísticas son 

las mejores para analizar los datos. Schurch et al. (2016) realizaron un experimento de RNA-seq 

para evaluar el desempeño de 11 herramientas bioinformáticas (e.g. edgeR, DESeq, DESeq2, 
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Lima, entre otras) utilizando 3, 6, 12 y 20 réplicas biológicas, concluyendo los siguientes cinco 

puntos: 

 

1) Para experimentos donde es importante determinar los cambios de expresión diferencial 

en la mayoría de los genes son necesarios al menos 6 réplicas, aumentando a 12 para 

una mayor certidumbre en los resultados. 

2) Para experimentos con menos de 12 réplicas por condición, edgeR (exact) o DESeq2 

funcionan muy bien, ya que controlan adecuadamente su FDR (tasa de descubrimiento 

falso) con bajo número de replicas,  

3) Para experimentos con más de 12 réplicas por condición, DESeq es el más adecuado, ya 

que minimiza abismalmente el número de falsos positivos,  

4) Si se utilizan 3 réplicas biológicas solamente entre 20-40% de genes expresados 

diferencialmente son encontrados,  

5) Si se utilizan 20 réplicas se obtienen más del 85% de genes expresados diferencialmente. 

 

Ante estos puntos, consideramos que nuestros resultados son exploratorios, dado el bajo 

número de réplicas biológicas utilizadas. No obstante, nos proporciona una idea sobre los 

mecanismos que son afectados en presencia de las AgNPs.  

 

8.3.1 Genes sobre-expresados  
 

El análisis de expresión diferencial mostró una sobre-expresión de algunos genes relacionados 

con el sistema inmune innato, destacándose el gen que codifica para ficolina-1 (LOC113807116) 

y cuya función está involucrado en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMP) (Han et al., 2018; Bidula et al., 2019). Ficolina-1 se encuentra dentro de la 

familia de las lectinas denominadas FREPs (del inglés, fibrinogen-related proteins), debido a su 

dominio altamente conservado semejante a fibrinógeno, también contiene un dominio de la 

superfamilia de las inmunoglobulinas, razón por la cual se conocen como inmunolectinas. Se ha 

reportado que las ficolinas son capaces de unirse a diferentes bacterias Gram positivas y Gram 

negativas mediante el reconocimiento de peptidoglicanos y lipopolisacáridos (LPs), 
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desencadenando una reacción de aglutinación/coagulación hacia estas (Wu et al., 2011; 

Udompetcharaporn et al., 2014). Por otra parte, Söderhäll et al. (2009) y Angthong et al. (2010) 

mencionan que las ficolinas también son capaces de inhibir el proceso de melanización en 

cangrejo Pacifastacus leniusculus y en el camarón Penaeus monodon. Esto se relaciona con los 

bajos niveles de expresión de los genes codificantes cuyas funciones están asociados a sistema 

inmune innato: factor activador de la pro-fenoloxidasa (activador de la sistema proPO), perlucin 

(su función está ligada a la regulación de la fagocitosis y expresión de péptidos antimicrobianos), 

proteína similar al factor anti-lipopolisacárido (su actividad antimicrobiana está asociada a su 

propiedad de unirse al LPS y desencadenar una respuesta celular) y proteína putativa a péptido 

antimicrobiano (con actividad detergente o formadora de poros en membrana, lo que provoca 

una desestabilización de este tejido) (Somboonwiwat et al., 2008; Rosa et al., 2013; Cárcamo-

Aréchiga et al., 2016; Bi et al., 2020). Estos bajos niveles pueden indicar que la actividad de 

ficolina-1 en Penaeus vannamei puede estar ligada no solamente en el reconocimiento de 

patógenos, sino que también pueden ser importantes inmunoefectores en la regulación del 

proceso de melanización, que es uno de los principales mecanismos de defensa del camarón del 

sistema humoral.   

 

Como era de esperarse, se identificaron genes codificantes para metalotioneínas, las cuales 

están involucradas en la homeostasis de metales en virtud de sus propiedades de unión a los 

mismos, principalmente de cobre y zinc, que son requeridos comúnmente en reacciones 

enzimáticas metabólicas (Ostrakhovitch et al., 2007; Isani & Carpenè, 2014).  Otra de las muchas 

funciones que cumplen estas proteínas son la detoxificación de metales pesados de cadmio y 

mercurio debido a sus grupos tiol (-SH) capaces de unirse hacia estos metales, favoreciendo la 

protección el daño oxidativo y remoción de radicales libres, los cuales contribuyen al control de 

la proliferación celular y de la apoptosis (Sato & Bremner, 1993; Klaassen et al., 1999; Amiard et 

al., 2006; Shestivska et al., 2011; Isani & Carpenè, 2014). También juegan un papel importante 

en la peroxidación de membranas lipídica y control del daño al ADN (Fang et al., 1997; Kondoh 

et al., 2003; Ruttkay-Nedecky et al., 2013).  
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Se ha investigado ampliamente el mecanismo de defensa de las metalotioneínas ante radicales 

libres y se ha concluido que la actividad de estas proteínas puede proporcionar un excelente 

biomarcador de estrés oxidativo en caso de exposición a metales pesados (Carpenè et al., 1992; 

García-Rico et al., 1999; Wang et al., 2005; Serafim & Bebianno, 2010; Cirillo et al., 2012; Isani & 

Carpenè, 2014; Lemus et al., 2016; Oaten et al., 2017). Por otra parte, el elemento plata (Ag+) 

tiene una alta afinidad hacia los grupos tioles (-SH) y uniones disulfuro predominantes en 

proteínas (Coutiño et al., 2017). En este contexto, las metalotioneínas contienen bastantes 

grupos tioles en los residuos de cisteína, lo que indica que estas proteínas pueden presentar 

afinidad hacia este elemento. En base a esto, se ha evaluado la respuesta de las metalotioneínas 

en tilapia Oreochromis niloticus, ostión Crassostrea virginica y mejillón Mytilus galloprovincialis 

expuestos a concentraciones de AgNPs, los resultados mostraron que los niveles de expresión 

permiten monitorear los potenciales efectos tóxicos y correlacionarlo con la respuesta inmune 

del organismo después de la exposición a AgNPs (Ringwood et al., 2010; Gomes et al., 2014; 

Thummabancha et al., 2016).  Teniendo en cuenta la anterior, los niveles de expresión de los 

genes para metalotioneínas en camarones sometidos a dosis de 1000 ng/g de AgNPs sugerirían 

que estas proteínas son capaces de secuestrar a las AgNPs evitando bioacumulación que genere 

efectos tóxicos en el organismo, además de neutralizar especies reactivas de oxígeno (EROs) 

generadas por la liberación de iones plata de la nanopartícula. Esta hipótesis es soportada por la 

expresión del gen de la peroxina encontrado en el presente estudio, la cual es una proteína 

esencial para el ensamblaje de peroxisoma funcional (Van Veldhoven & Baes, 2013). Los 

peroxisomas son organelos oxidativos cuyas funciones son clave en el metabolismo de los 

lípidos y con frecuencia transforman el oxígeno molecular en peróxido de hidrogeno (H2O2), es 

decir, participan en la reducción de especies reactivas de oxígeno (Bonekamp et al., 2009). En 

este contexto, la dosis administrada en los camarones experimentales no causó efectos letales 

por estrés oxidativo, sugiriendo que permite mantener su homeostasis estable al neutralizar 

especies reactivas de oxígeno eficientemente.  

 

Del mismo modo, se encontraron genes relacionados a proteólisis y de acuerdo al análisis de 

términos ontológicos (GO term), se identificó como el principal proceso biológico encontrado en 

los organismos tratados con AgNPs. Este proceso es mediado por proteínas de unión a iones 
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metálicos (metalopeptidasas), principalmente en componentes que integran la membrana 

celular. El procesamiento proteolítico es un mecanismo común en la regulación fisiológica y 

tiene una amplia gama de propósitos dentro del organismo, entre los cuales incluyen: digestión 

completa de proteínas de la dieta como fuente de aminoácidos por las proteasas digestivas 

(tripsina, quimotripsina, pepsina), degradación de los componentes estructurales, recambio de 

proteínas intracelulares para prevenir la acumulación de proteínas mal plegadas (e.g. lisosoma, 

sistema ubiquitina-proteasoma),  digestión parcial de antígenos externos en la vigilancia 

inmunológica, degradación de ciclinas en diferentes etapas del ciclo celular, conversión de 

proteínas precursoras en sus estructuras biológicamente activas (e.g. zimógenos, pro-enzimas, 

prohormonas, otros péptidos crípticos), desprendimiento de ectodominios para iniciar o 

modular la señalización y en eventos transcripcionales nucleares a través de proteólisis 

intramembrana regulada (Neurath, 1989; Wolfe, 2009; Torner & Nalieva, 2011). Del mismo 

modo, se identificaron genes que codifican para proteína de la cutícula 16.5, AMP1A, AM1236, 

pupal 27, CP1158 y otras proteínas no caracterizadas que contienen dominios de unión a 

quitina. La expresión de estos genes en conjunto, pueden indicar que las AgNPs estaban 

interactuando en estos organismos en el proceso de la muda. 

 

Lo anterior puede ser reforzado por lo observado durante experimentos de toxicidad aguda, 

donde se indujo el proceso de muda en algunos organismos después de ser tratados 

intramuscularmente con AgNPs (1000 ng/g). Posiblemente, este cambio cuticular se indujo por 

estrés ocasionado por la dosis administrada. Resultados similares fueron observados por 

Chávez-Sánchez et al. (2020), quienes después de inyectar camarones con 1399 ng/g de AgNPs, 

permanecieron acostados en el fondo del acuario por unos minutos, mostrando efectos de 

estrés por la inyección. Ante este modelo, se puede proponer un estudio posterior para conocer 

el impacto de AgNPs sobre el proceso de muda. 

 

8.3.2 Genes sub-expresados  
 

A pesar de que el gen codificante para una proteína hipotética de C7M84_007055 

(LOC11380827) fue el más sub-expresado en las librerías del grupo tratado con AgNPs respecto 
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al control, su función biológica aún no se conoce. Sin embargo, contiene un dominio de unión a 

adenosín monofosfato (AMP) perteneciente a la familia de acil-CoA sintetasa, las cuales están 

involucradas en vías metabólicas de ácidos grasos, tanto en la síntesis de novo como en la 

modificación de los lípidos existentes principalmente de ácidos grasos de cadena larga (Shockey 

et al., 2000). En base a lo anterior, la proteína hipotética con clave C7M84_007055 podría estar 

ligada a procesos de biosíntesis de la cutina. No obstante, falta más investigación para aclarar 

este punto. El segundo gen más importante codifica para la proteína 7 de unión al factor de 

crecimiento tipo insulina (LOC113826199), su función está relacionada con la insulina, es decir, 

que tienen acción reguladora del crecimiento y/o proliferación celular en el desarrollo de 

vertebrados e invertebrados (Granada-Ybern, 2006; Gutiérrez et al., 2008; Sharker et al., 2020). 

Estos genes se relacionan con crecimiento y desarrollo del camarón, lo que apoya la hipótesis de 

que estos organismos se estaban preparando para el proceso de muda. En este modelo, 

también se encontraron genes codificantes para quitinasa y receptor de ecdisona dentro de las 

muestras control, lo que soporta tal afirmación. 

 

De igual manera, se identificaron genes codificantes para proteínas que participan en regulación 

negativa de la actividad endopeptidasa, principalmente de tipo cisteína y serina. En este 

sentido, la inhibición de la actividad proteasas de tipo cisteína está involucrada en la fase de 

ejecución de la apoptosis, que es un proceso de muerte celular programada, cuya función está 

relacionada en la regulación de la homeostasis de un organismo, actuando directamente en los 

tejidos y respuesta inmunológica. La regulación negativa de la endopeptidasa tipo cisteína actúa 

directamente en la regulación de la actividad caspasa apoptóticas que están asociadas al 

desmantelamiento celular (Chowdhury et al., 2008; Barraco et al., 2014). Esto indica que los 

organismos estaban experimentando una alteración celular a nivel de tejido. En este contexto, 

también se encontraron genes involucrados en rutas del metabolismo de carbohidratos, 

llevándose a cabo rutas metabólicas relacionadas al metabolismo de fructosa. En este contexto, 

se identificaron genes codificantes para 6-fosfofructo-2-cinasa y fructosa-2,6-bisfosfatasa, cuyas 

funciones son clave en la regulación de glucólisis y en gluconeogénesis, respectivamente 

(Jenkins et al., 2011; Cota-Ruiz et al., 2016). Esto sugiere, un cambio del metabolismo aerobio al 

metabolismo anaerobio con el aumento en la producción de ATP (Aragonés et al., 2009). 
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Probablemente, debido a estrés por muestreo a la que estuvieron expuestos estos organismos 

(respuesta de escape hasta agotamiento) y este estrés provocó una demanda de energía 

adicional. En conclusión, la respuesta molecular de estos genes responde a estímulos de 

hipoxia/anoxia que desencadena procesos fisiológicos y bioquímicos de adaptación, que se 

armonizan para maximizar la absorción de oxígeno y el suministro de tejido, y para obtener 

energía en condiciones limitantes de oxígeno. En este contexto, los animales marinos responden 

a la escasez de oxígeno intentando primero mantener el suministro de oxígeno, luego mediante 

la depresión de la tasa metabólica y finalmente produciendo energía a partir del metabolismo 

anaeróbico (Cota-Ruiz et al., 2016) 

 

8.4 Efecto de la toxicidad aguda de AgNPs en alimento 
 

Los efectos de toxicidad de las AgNPs se deben a varios factores, que incluyen: forma, tamaño, 

composición química, área superficial, carga superficial, dosis administrada, estado de 

aglomeración, liberación de iones Ag+, entre otras. Si no se controlan estas variables de diseño 

desde un inicio y se administran en el organismo, las células responsables de reconocer 

materiales extraños podrían salirse de control y conducir a una respuesta inflamatoria capaz de 

generar efectos dañinos al organismo (AshaRani et al., 2009; Park et al., 2010; Coutiño et al., 

2017; López-Marín & Valdemar-Aguilar, 2018). 

 

La toxicidad de las AgNPs se ha investigado arduamente en las últimas 2 décadas (McShan et al., 

2014), y durante este periodo, estudios de toxicidad aguda han demostrado que muy pocos 

diseños de AgNPs pueden aprobarse para su aplicación como fármacos, principalmente con 

especies acuícolas de interés comercial (Camacho-Jiménez et al., 2020). Sin embargo, la 

concentración que se administre en especies marinas es un factor importante para efectos de 

toxicidad. Varios autores [Arulvasu et al. (2014) y An et al. (2019)], han observado en 

experimentos con Artemia salina, que la toxicidad aguda aumenta junto con la concentración de 

nanopartícula administrada. Acorde a este parámetro, Rajkumar et al. (2016) encontraron una 

reducción en parámetros hematológicos, incrementos significativos de enzimas antioxidantes 

en branquias, hígado y musculo seguido de lesiones histopatológicos en peces de la especie 
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Labeo rohita, expuestos a 100 µg/g de AgNPs por 7 días. Maldonado-Muñiz et al. (2019) 

probaron alimentos suplementados con AgNPs a 10, 100, 1000, 10,000 µg/g en camarón P. 

vannamei por 7 días, la alimentación con AgNPs no afectó variables productivas de 

supervivencia, crecimiento y FCA (tasa de conversión alimenticia). Sin embargo, a dosis altas de 

10,000 µg/g encontraron un pequeño descenso significativo en el índice hepatosomático (HPI), 

lo que implica una disminución mínima de las reservas energéticas en hepatopáncreas de estos 

individuos y por consiguiente una baja alteración en su condición normal. Este efecto negativo 

sobre HPI, seguido de daño histológico, ha sido reportado en truchas después de 8 semanas de 

estar expuestas con AgNPs en agua a concentraciones de 3300 y 1000 mg/L de AgNPs 

(Monfared & Soltani, 2013). 

 

En el presente trabajo, evaluamos el efecto de toxicidad aguda de AgNPs (Argovit-4®) a niveles 

de 10, 100 y 1000 µg/g de AgNPs en alimento, los cuales fueron suministrados por 8 días en 

juveniles de camarón. No se evidenciaron efectos de toxicidad basados en el registro de 

mortalidades ocurridas, cambios conductuales como nado errático, falta de apetito o apariencia 

atípica como color y flacidez de tejido. Esto se puede atribuir al diseño único de las AgNPs 

(Argovit-4®) de forma esferoide, tamaño uniforme, PVP como agente estabilizante y carga. 

Estas características, han permitido que organismos sanitarios internacionales, como la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), avalen su uso en aplicaciones veterinarias y médicas 

(Bogdanchikova et al., 2016; Borrego et al., 2016). Un mal diseño de AgNPs ocasiona efectos de 

toxicidad, generando mortalidades en los organismos tratados. Esto fue observado por 

Vaseeharan et al. (2010), que reportan mortalidades del camarón Feneropenaeus indicus en 

29% del tratamiento alimentados con 10 µg de AgNPs durante 5 días de exposición. 

 

8.5 Efecto antiviral de Argovit-4® con una sola dosis en el alimento contra WSSV 
 

La administración intramuscular de cualquier fármaco o sustancia antimicrobiana no es un 

método práctico en acuicultura, considerando la gran cantidad de organismos que necesitarían 

ser tratados (Dananjaya et al., 2016). Por lo tanto, la incorporación de estas, como aditivos en 

alimento proporcionan una estrategia factible para su potencial aplicación en campo y de esta 
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manera mejorar la respuesta inmunológica ante un patógeno (Campa & Luna, 2011; Plant & 

Lapatra, 2011; Álvarez-Sánchez et al., 2017; Romo-Quiñonez et al., 2020). Por tal razón, en la 

presente investigación se aplicaron AgNPs de Argovit-4® como aditivo antiviral en alimento para 

camarón con la finalidad de evaluar su capacidad protectora ante una infección del WSSV en 

camarón P. vannamei. Este estudio se realizó acorde a ensayos donde se juntaron las AgNPs-

Argovit-4® con el WSSV antes de ser inoculadas en los camarones, determinando que Argovit-

4® es capaz de limitar la virulencia de WSSV y sugiriendo que su acción antiviral es mediada por 

contacto directo con las partículas virales. Considerando lo anterior, nosotros preparamos tres 

alimentos con diferentes concentraciones de AgNPs (10, 100 y 1000 µg/g) de Argovit-4®. Los 

alimentos se suministraron una sola vez a los camarones antes de ser infectados por vía oral con 

WSSV. Los resultados mostraron un efecto antiviral de manera dosis dependiente, 

Probablemente debido a la alta biodisponibilidad de las AgNPs en el tracto digestivo, esto 

incrementó la interacción AgNPs-virus. 

 

Hasta la fecha este estudio es el primero en evaluar el uso de AgNPs como un aditivo antiviral 

suplementado en alimento para camarón contra WSSV. Este ensayo nos permitió, por un lado, 

demostrar que esta tecnología solo una dosis alimenticia promueve actividad antiviral. Por otra 

parte, se confirmó un efecto similar al ensayo intramuscular, donde la mortalidad fue acorde a 

la concentración de AgNPs administrada. Estudios similares han evidenciado que la 

incorporación de nanopartículas metálicas en el alimento se producen efectos antimicrobianos 

contra infecciones bacterianas. Por ejemplo, Sivaramasamy et al. (2016) evaluaron el efecto 

antimicrobiano de AgNPs incluidos en alimento contra infecciones de Vibrio parahaemolyticus 

en camarón P. vannamei, reduciendo la tasa de mortalidad de hasta un 10%. Asimismo, 

RathnaKumari et al. (2018) evaluaron su eficacia contra infecciones de Vibrio parahaemolyticus, 

en Penaeus monodon, reduciendo hasta un 15% la mortalidad con respecto al control. 

Vaseeharan et al. (2010) evaluaron la eficacia protectora de AgNPs en alimento contra 

infecciones de Vibrio harveyi patogénico en juveniles de Feneropenaeus indicus y registro una 

supervivencia del 71%. Por su parte, Tello-Olachea et al. (2019) incorporaron nanopartículas de 

oro en alimento para combatir infecciones de Vibrio parahaemolyticus en camarón P. vannamei 
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y registraron una supervivencia del 80%. Alternativamente, también se ha evaluado la inclusión 

de AgNPs en alimento contra infecciones bacterianas, utilizando organismos como vehículos de 

transporte, que al ser consumidos le proporcionan al hospedero protección antimicrobiana. En 

este sentido, Sivaramasamy et al. (2016), demostraron que la alimentación con la bacteria 

Bacillus subtilis productora de AgNPs ofrecía un efecto protector contra Vibrio parahaemolyticus 

al aumentar la supervivencia de un 10% a 71% en camarones P. vannamei. De manera similar, 

Acedo-Valdez et al., (2017) utilizó nauplios de Artemia franciscana cargados con AgNPs para 

tratar infecciones de NHP-B en postlarvas de camarón.  

 

8.6 Capacidad inmunoestimulante de las AgNPs  
 

Dentro del camarón, cualquier agente extraño, ya sea una bacteria o AgNPs son reconocidos por 

el sistema inmunológico como sustancia extraña, cuya función principal es mantener la 

integridad individual mediante reparación de tejidos dañados, diferenciación y eliminación de 

toda presencia extraña que alteren la integridad del organismo mediante efectores celulares y 

humorales (Fonseca-Moreno et al., 2013; Cárcamo-Aréchiga et al., 2016). Los efectores 

celulares se basan básicamente en células de la hemolinfa o hemocitos que realizan procesos de 

fagocitosis, nodulación y encapsulación, llevando a la melanización de agentes extraños 

(sistema proPO) y es completada con  los efectores humorales, donde se liberan péptidos 

antimicrobianos (crustina, peneidinas), aglutininas, proteínas coagulantes y radicales libres  

como EROs (especies reactivas de oxígeno) y ERNs (especies reactivas de nitrógeno)  (Fonseca-

Moreno et al., 2013: Chen et al., 2019; Kulkarni et al., 2021).  

 

La mayoría de las nanopartículas son reconocidas como materiales extraños y eliminadas por el 

sistema inmunitario. Sin embargo, si estos materiales no son reconocidos como una amenaza, el 

sistema inmunitario lo ignora o lo tolera (Luo et al., 2015). No obstante, dependiendo de las 

dosis y frecuencias que se administre puede generar una respuesta inflamatoria. En este 

contexto, se ha investigado el efecto de la administración de AgNPs en el organismo en modelo 

murino mediante administración en alimento, intramuscular, inhalación e instilación 

intratraqueal (incorporación lenta de una sustancia gota a gota en el cuerpo). Se encontró que 
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la exposición por periodos prolongados de 14 y 28 días induce respuestas inflamatorias y 

biodistribución tisular diferente (Park et al., 2010; Park et al., 2011; Kobos et al., 2020; Recordati 

et al., 2021), por lo que no es descabellado pensar, que al ser AgNPs, partículas extrañas al 

cuerpo del camarón, estas tienen el potencial de desencadenar una respuesta inmunológica 

similar. Ante este modelo, Ochoa-Meza et al. (2019) reportaron que la aplicación terapéutica de 

una dosis intramuscular de 1200 ng de AgNPs/g de camarón, es capaz de generar una respuesta 

inmune sin causarle efectos dañinos, produciendo una alta expresión del gen LGBP, que es una 

proteína de unión a lipopolisacáridos y β-1,3-glucanos de hongos y bacterias Gram negativas e 

incluso se ha visto actividad en respuesta a infecciones virales en fase aguda (Roux et al.,2002). 

En este contexto, se ha visto actividad del transcrito de LGBP en hemocitos de camarón en 

respuesta a infecciones con Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum y Staphylococcus aureusin 

(Cheng et al., 2005; Liu et al., 2009). Esto significa que, durante el proceso de infección, LGBP es 

una proteína versátil y una vez unidas a sus respectivos patrones moleculares (PAMPs; e.g. 

lipopolisacárido, β-glucanos) presentes en los patógenos, activan el sistema proPO 

(profenoloxidasa), el cual juega un papel fundamental en la cascada inmunológica del camarón 

(Roux et al., 2002; Cheng et al., 2005).  

 

Las células regulan sus actividades modulando la expresión de sus genes y en proporción al 

número de copias de ARN mensajero (ARNm) o transcrito de un gen determinado. Este es un 

hecho crucial a la hora de identificar la presencia de productos celulares específicos, ya que el 

ARNm se traduce para formar la proteína. Así es posible inferir la producción de proteínas 

específicas si se conoce la expresión de los genes (Fierro-Coronado et al., 2019). En este sentido, 

evaluamos la expresión de los genes PEN-4, Crustin, PAP, Rab6 y proPO durante una serie de 

tiempo (0, 6, 12 y 24 h) después de suministrar las AgNPs, para determinar si la administración 

de AgNPs promueve un efecto inmunoestimulante en el camarón. Aunque se registraron 

diferencias en la expresión de los genes, no hubo significancia entre las mismas.  Este resultado 

mostró que las AgNPs no tienen efecto inmunoestimulante, reforzando la hipótesis de que su 

efecto antimicrobiano es por contacto directo con el patógeno. Además, sugiere que por su 

constitución no son detectadas por el sistema inmune como un agente extraño. 
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En contraste, la expresión del gen proPO en los camarones tratados con AgNPs mostró un 

descenso significativo con respecto al control a las 48 h. Rosa & Barraco (2010) mencionan que, 

las crustinas juegan un papel fundamental en la inmunidad de crustáceos y durante procesos 

inflamatorios, estás pueden regular la cascada proteica del sistema proPO. En este contexto y 

acorde al estudio de expresión de los 4 genes evaluados, podemos concluir que las AgNPs 

adicionadas en el alimento no inducen un efecto inmunoestimulante, y que el efecto antiviral 

caracterizado se debe, más bien, a la interacción directa de las AgNPs con el virus WSSV. 

 

8.7 Efecto de la toxicidad crónica de AgNPs incluidas en la alimentación por intervalos de 
tiempo   
 

La toxicidad de las AgNPs puede depender del organismo, dosis administrada y frecuencia de 

exposición entre otras. El efecto puede variar y generar bioacumulación, el cual puede 

promover respuestas inmunológicas, inflamatorias y de toxicidad, que influyen en el 

comportamiento, crecimiento y supervivencia de los organismos tratados (Camacho-Jiménez et 

al., 2020). También, se ha demostrado que la exposición crónica de AgNPs desnudas (sin 

adyuvante) resulta en un mayor grado de toxicidad con respecto a las AgNPs recubiertas con 

polímeros (e.g. PVP) (Lekamge et al., 2020). En este sentido, Chan & Chiu, (2015) evaluaron el 

efecto en términos de bioacumulación, crecimiento, desarrollo y metamorfosis producidos por 

la exposición crónica a dos concentraciones de AgNPs y a AgNO3 durante el periodo larvario de 

Balanus Amphitrite, Crepidula onyx y Hydroides elegans. Después de 8 días de exposición, 

observaron que la bioacumulación de Ag+ a partir de AgNPs recubiertas con PVP o ácido oleico 

era menor que en las larvas expuestas a AgNO3. Sin embargo, observaron que las larvas tratadas 

con ambas AgNPs, experimentaron un retraso significativo en el crecimiento y desarrollo 

comparados con el grupo control.  

 

En ratas, se han realizado pruebas de toxicidad sub-crónica de AgNPs por vía oral hasta por 90 

días, y han encontrado cúmulos de AgNPs en el hígado y riñones de los roedores, lo que podría 

sugerir que los tejidos análogos en invertebrados marinos como el camarón (e.g., 

hepatopáncreas) podrían ser los órganos diana de bioacumulación de este material (Kim et al., 

2010; Camacho-Jiménez et al., 2020). Esta hipótesis, fue comprobada por Bianchini et al., 
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(2007), en los camarones Penaeus duorarum expuestos a una concentración de 1 y 10 μg/L de 

plata iónica (AgNO3) en agua marina por 48 h y observaron que el metal se acumuló en 

hepatopáncreas de forma dependiente de la dosis, lo que sugiere un papel clave de este órgano 

en la desintoxicación de plata. Asimismo, Maldonado-Muñiz et al., (2019) confirmaron una 

rápida acumulación de Ag+ en hepatopáncreas de camarones expuestos a alimentos 

suplementados con 1000 y 10,000 μg/g de alimento durante 7 días. El consumo de AgNPs 

produjo una bioacumulación dosis dependiente y mostró una rápida tasa de acumulación en 

hepatopáncreas en este corto periodo. 

 

En el presente estudio, se sometieron camarones a AgNPs en el alimento con varios periodos de 

suministro por 28 días, al concluir el periodo, no se registró mortalidad, retraso en el 

crecimiento, diferencias en la tasa de conversión alimenticia (FCA) comparado con el control. 

Esto sugiere que las variables zootécnicas no son afectadas, cuando los organismos son 

alimentados con AgNPs diariamente o en frecuencias de tiempo de cada 4 o 7 días. Estos 

resultados coinciden con Sivaramasamy et al. (2016), al no encontrar efectos significativos de 

supervivencia, crecimiento, factor de conversión alimenticia (FCA) y una alta resistencia a Vibrio 

parahaemolyticus en camarones P. vannamei (6,82 ± 2,16 g) alimentados con AgNPs 

sintetizadas en Bacillus subtilis a una concentración de 10,000 µg/g durante 65 días. En 

contraparte, Ribeiro et al. (2014) encontraron efectos de toxicidad crónica en Daphnia magna 

después de 21 días de exposición a concentraciones de AgNPs por encima de 1 µg/L, lo que 

afectó la tasa de alimentación y la reproducción.  

 

El efecto de la toxicidad crónica se evaluó mediante análisis histológico a nivel de daño en el 

hepatopáncreas. Los resultados mostraron una relación directa entre la cantidad de plata 

suministrada con el nivel de daño en las células de hepatopáncreas, registrándose múltiples 

lesiones en este tejido, principalmente en camarones alimentados con AgNPs diariamente. 

Entre los daños observados se evidenció una disminución significativa del diámetro de células B 

y un aumento de infiltración hemocítica. En este contexto, la reducción de las células B 

(epiteliales de los túbulos hepatopancreáticos) ha sido considerado como indicativo de daño en 

hepatopáncreas, ya que son responsables de la digestión intracelular debido a su alto contenido 
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de enzimas digestivas para facilitar este proceso (Frías-Espericueta et al., 2008; Franceschini-

Vicentini et al., 2009; Morales-Covarrubias et al., 2016b). Una disminución de la cantidad o 

diámetro de las células B está asociado a la utilización de sus reservas de nutrientes, debido a 

un aumento en la demanda de energía por la osmorregulación y también puede ser indicativo 

de una mayor demanda de energía en el organismo para su supervivencia, al no haber suficiente 

absorción de alimento (Flores-Chavarria, 2018). Por otra parte, un aumento de infiltración 

hemocítica en cualquier tejido, está ligado a respuestas inflamatorias y reparación de heridas 

(Morales-Covarrubias et al., 2016b). Este evento inmunológico inicia cuando la sustancia o 

partículas son reconocidas mediante proteínas de reconocimiento de patrones que se producen 

en el camarón, que le indican al organismo la presencia de los agentes invasores (Barracco et 

al., 2014). Al ser reconocidos como agentes extraños al organismo, los hemocitos migran al sitio 

de infección o herida, iniciando el proceso de fagocitosis, formación de nódulos o encapsulación 

con la finalidad de neutralizarlos y eliminarlos (Jiravanichpaisal et al., 2006). Por el contrario, los 

camarones tratados con AgNPs en el alimento una sola vez a la semana, no mostraron daños 

significativos en el diámetro de células B, infiltración hemocítica, grado de necrosis, 

desprendimiento celular o atrofia del tejido. Probablemente, esto se deba a la capacidad de 

eliminar y/o depurar los excesos de plata metálica por sí mismos, impidiendo la bioacumulación 

en el tejido. En contra parte, Chávez-Sánchez et al. (2020) observaron alteraciones 

histopatológicas significativas en musculo, branquias, glándula antenal, corazón, órgano linfoide 

y tejido conectivo de todos los camarones (tallas 5.3 gramos de peso de los especímenes) que 

fueron inyectados con dosis de 3.6 hasta 7.1 µg/µL de AgNPs (conversión a dosis de 679 a 1339 

ng/g) por 11 días de exposición. Las alteraciones consistieron en necrosis en células epiteliales 

con infiltración hemocítica y formación de nódulos hemocíticos acompañado por melanización y 

depósitos negros con mortalidades de un 20% con la dosis más alta. Posiblemente, estas 

alteraciones fueron más notorias, ya que fueron aplicadas intramuscularmente e iniciaron 

cuando las AgNPs se liberaron del hemocele hacia los tejidos mencionados debido al sistema 

circulatorio abierto que tiene este organismo. Por el contrario, en este estudio, el daño celular 

registrado después de 28 días de exposición fue menor, posiblemente porque las AgNPs 

tuvieron que ser internalizadas en las células del camarón desde el exterior a través del tracto 

digestivo. Además, no se registró mortalidad durante los 28 días de cultivo. Será necesario un 
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estudio más exhaustivo durante un periodo de tiempo más largo (40-60 días) para confirmar 

que puede provocarse un daño más severo en este tejido. 

 

8.8 Respuesta antiviral en camarones sobrevivientes a toxicidad crónica ante una infección 
experimental de WSSV 
 

Para evaluar, si el efecto antiviral perdura en el camarón durante una exposición crónica de 

AgNPs, incorporamos 1000 µg de AgNPs por gramo de alimento (1000 µg/g) y lo aplicamos en la 

dieta en camarones en 3 frecuencias durante 28 días. Posteriormente, se infectaron con tejido 

infectado con WSSV con la finalidad de emular una infección natural. Los resultados mostraron, 

que el efecto antiviral se mantiene a manera dosis dependiente de la frecuencia alimenticia de 

AgNPs, es decir, el efecto antiviral disminuye acorde se aumenta la frecuencia de alimentación 

con AgNPs. En este contexto, la alimentación continua y/o diaria mostró un efecto similar al 

control (camarones infectados), obteniendo un porcentaje de supervivencia inferior al 10%, 

pero los signos clínicos y mortalidades fueron más aceleradas, lo que indica un efecto de 

toxicidad mediado por estrés en los camarones y cuando fueron sometidos a infección por 

WSSV, el sistema inmunológico se encontraba debilitado. Esta afirmación fue corroborada con 

el estudio de histología, el cual reveló daño significativo en camarones alimentados diariamente 

con AgNPs comparado con el resto de los tratamientos.  

 

Por otra parte, los resultados también mostraron que el efecto antiviral de las AgNPs (Argovit-

4®) es más potente cuando es aplicado en intervalos más largos, que de forma continua. En este 

contexto, la aplicación de cada 7 días o semanalmente parece ser la mejor estrategia para 

prevenir una infección por WSSV en el cultivo sin afectar el crecimiento y factor de conversión 

alimenticia. Esto coincide con Sivaramasamy et al. (2016), al no encontrar efectos significativos 

de supervivencia, crecimiento y factor de conversión alimenticia (FCA) en camarones P. 

vannamei (6,82 ± 2,16 g) alimentados con AgNP acarreada en Bacillus subtilis a una 

concentración de 10,000 ppm durante 65 días. Además, presentaron una alta resistencia a 

Vibrio parahaemolyticus positivo a AHPND. 
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Para complementar este trabajo, se evaluó la respuesta antiviral de las AgNPs en camarones 

sobrevivientes al estudio de toxicidad crónico ante WSSV mediante PCR cuantitativo, el cual 

resulta una herramienta útil para evaluar el efecto de inmunocompetencia en camarones bajo 

condiciones específicas (Pourmozaffar et al., 2017; Soto-Alcalá et al., 2018; Fierro-Coronado et 

al., 2019; Han et al., 2021). El camarón depende de su sistema inmunológico para protegerse de 

patógenos o partículas extrañas que dañen la integridad del organismo o generen problemas de 

salud (Barraco et al., 2014). Su sistema inmunológico es mediado principalmente por hemocitos, 

los cuales generan una amplia variedad de respuestas celulares (e.g fagocitosis, encapsulación, 

formación de nódulos) y humorales (e.g. activación de sistema proPO, aglutininas, péptidos 

antimicrobianos) que se conjugan para eliminar el patógeno y reparación de heridas (Kulkarni et 

al., 2021). La activación del sistema proPO estimula la producción de melanina y metabolitos 

oxidativos (Sritunyalucksana & Söderhäll 2000). El sistema ProPO y la fagocitosis son dos 

mecanismos de defensa esenciales contra patógenos en crustáceos (Sung et al., 1996; Vazquez 

et al., 2009). La proteína activadora de la fagocitosis está asociada con la vía de la fagocitosis y 

su expresión génica indica posible rol en respuesta del hospedero para resistir contra la 

infección de WSSV (Deachamag et al., 2006; Shekhar et al., 2012). En esta investigación, los 

niveles de expresión de PAP y ProPO no fueron sobre-regulados, por el contrario, disminuyeron 

en los tratamientos, comparado con el control después de 28 días de exposición, lo que sugiere 

que la plata parece inhibir los mecanismos de defensa esenciales en los camarones a largo 

plazo. Además, la expresión de los genes PAP y ProPO después del cultivo fue consistente con 

los datos de mortalidad. Esto concuerda con Romo-Quiñonez et al. (2020) que demostraron que 

la expresión de los genes PAP y ProPO no se ve afectada en camarones alimentados con Argovit-

4® a las 6, 12, 24 y 48 horas después del suministro de alimento medicado. Auguste et al. (2018) 

mencionan que la exposición aguda (30 min) de hemocitos de mejillón (Mytilus 

galloprovincialis) a AgNPs no afectó su capacidad fagocítica. Juárez-Moreno et al. (2017), 

demostraron que las AgNP inyectadas en camarones no modificaron el número de hemocitos en 

camarón blanco. Estos hallazgos sugieren que la exposición de AgNPs (Argovit-4®) no interfiere 

con la expresión de los genes del sistema inmunitario.  
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Por otro lado, después de la infección con WSSV, los niveles de expresión de PAP y ProPO 

mostraron un comportamiento significativo, obteniendo su pico máximo a las 6 h en el 

tratamiento D1, donde fue mayor el contenido de AgNPs en los organismos, dado la frecuencia 

alimenticia recibida (diaria), sugiriendo un proceso de inmunoestimulación comparado con el 

resto de los tratamientos. No obstante, este tratamiento resultó la mayor mortalidad durante el 

bioensayo de reto. Esto nos hace inferir que el camarón a nivel fisiológico, está más ocupado 

por regular su homeóstasis por su alto contenido de AgNPs disponible que la misma infección 

Contradictoriamente a lo anterior, el tratamiento D7 donde fue menor la AgNPs recibida, fue 

menor la mortalidad y parece indicar que el contenido de AgNPs disponibles fue suficiente para 

bloquear y/o inhibir la infección de WSSV, así como una mejor regulación homeostática por 

parte del organismo para depurarlo sin causarle daño.    

 

Las lectinas juegan un papel esencial en muchos procesos biológicos, como efectores 

moleculares en el tráfico de proteínas, señalización celular y reconocimiento de patógenos 

debido a su capacidad para unirse a los carbohidratos (Wang & Wang, 2013). En este estudio, la 

alimentación de AgNPs incluidas en la dieta con las frecuencias mencionadas, no afectaron la 

expresión de CTL-3 antes de la infección por WSSV. Sin embargo, el gen CTL-3 aumentó después 

de la infección en camarones alimentados con AgNPs diariamente a las 6 h de exposición al 

virus. Esto fue similar a lo encontrado con PAP y proPO. En este contexto, se sabe que, en 

algunos casos, las lectinas mejoran la fagocitosis y protegen contra WSSV (Zhao et al., 2009; 

Chen et al., 2013). No obstante, en otros casos, las lectinas facilitan la infección (Zhao et al., 

2011; Dai et al., 2016; Huang et al., 2022). Por lo tanto, los resultados de este estudio sugieren 

que CTL-3 no estuvo involucrado en el mecanismo de defensa contra WSSV. 

 

Los péptidos antimicrobianos (AMP) son componentes involucrados en los mecanismos de 

defensa contra patógenos en muchos organismos (Brown & Hancock, 2006). Las penaeidinas y 

crustinas son un tipo de AMPs específico del camarón (Destoumieux et al., 1997; Padhi et al., 

2012; Barraco et al., 2014), y varias penaeidinas y crustinas han mostrado actividad contra 

WSSV (García et al., 2009; Antony et al., 2011; Antony et al., 2011b; Sun et al., 2017). Sin 

embargo, en algunos casos, se ha regulado su expresión a la baja después de la infección por 
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WSSV (Jeswin et al., 2013; Xue et al., 2013; Zhang et al., 2018). Este estudio muestra que la 

expresión de PEN3 y Crustina no mostraron una afectación por las AgNPs ante WSSV en el 

tratamiento donde fue mayor el contenido de AgNPs en los organismos (tratamiento D1) en 

relación al control. Por el contrario, el resto de los tratamientos mostraron una expresión a la 

baja. Esto nos indica que su expresión podría no modular una respuesta inmune por la 

exposición de AgNPs. 
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9. CONCLUSIÓN 
 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir lo siguiente: 

 

1. Las cinco formulaciones de AgNPs evaluadas en este proyecto tienen propiedades 

antivirales contra WSSV, siendo Argovit-4® la más eficiente.  

2. El efecto antiviral de las AgNPs es por contacto directo con los viriones del WSSV. 

3. Las concentraciones evaluadas de Argovit-4® no causaron mortalidad por toxicidad 

aguda o crónica en camarones por vía intramuscular o suministradas en alimento. 

4. El alimento medicado con Argovit-4® protegió al camarón contra WSSV. 

5. Las AgNPs incluidas en el alimento no son inmunoestimulantes en el camarón. 

6. La aplicación de 1000 µg/g de Argovit-4® por gramo de alimento, no interfiere con el 

desempeño productivo del camarón. 

7. Estos resultados sugieren que Argovit-4® incluido en el alimento podría ser usado para 

prevenir una infección por WSSV y considerarse un candidato seguro para salvaguardar 

los sistemas de acuicultura en el futuro. 

  

9.1 Perspectivas  
 

Dado que la incorporación de AgNPs (Argovit®) en alimento mostró ser una alternativa como 

estrategia experimental contra WSSV, entonces podría ser extrapolada a cultivos comerciales. 

Por otra parte, se debe llevar a cabo un bioensayo de toxicidad crónica durante todo un ciclo de 

cultivo y con distintas frecuencias alimenticias. Estos resultados darían una base sólida para 

determinar que concentración y que frecuencia alimenticia resulta con una mejor actividad 

antiviral sin llegar a ser tóxica. Otro punto importante es determinar si las AgNPs continúan 

activas después de ser sometidas a un proceso industrial de producción de alimento. Finalmente 

realizar un estudio costo-beneficio para determinar si es factible su aplicación en campo y de ser 

así, proceder a estudios piloto de aplicación. 
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