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RESUMEN

El Sindrome de Mortalidad Temprana (EMS) o Sindrome de Necrosis Hepatopancreatica
Aguda (AHPNS) ha provocado bajas en la produccion de camarén blanco (Litopenaeus
vannamei) a nivel mundial. La enfermedad es producida por una bacteria del género Vibrio,
(Vibrio parahaemolyticus) por lo que, como una alternativa al uso de antibioticos para su
control, se plantea el uso de nanoparticulas de plata (NpAg) sintetizadas con extracto de
Rumex hymenosepalus. Se evaluo la capacidad antimicrobiana de distintas concentraciones
de NpAg y extracto puro de Rumex sobre la bacteria V. parahaemolyticus. Se eligio la
concentracion de 25ug/ml NPAg y de 220pg/ml para el extracto como las mas efectivas, se
probo su toxicidad sobre nauplios de Artemia franciscanay los cuales se usaron como vector
de NpAg y extracto hacia postlarvas de L. vannamei en retos con la bacteria. Los resultados
mostraron mayor sobrevivencia de los camarones tratados que el grupo control. Se tomaron
muestras de postlarvas del bioensayo y se fijaron con gluteraldehido para su estudio por
microscopia electronica de transmision (MET) en busca de nanoparticulas en el area del

hepatopancreas.



ABSTRACT

Early Mortality Syndrome (EMS) or Acute Hepatopancreatic Necrosis Syndrome (AHPNS)
has caused declines in worldwide production of white shrimp (Litopenaeus vannamei). The
disease is produced by a bacteria of the genus Vibrio, (Vibrio parahaemolyticus) so, we
propose the use of silver nanoparticles (AgNps) synthetized with extract of Rumex
hymenosepalus as an alternative to the use of antibiotics for their control. This study
evaluated the antimicrobial capacity of concentrations of AgNps and pure extract of Rumex
on the bacteria V. parahaemolyticus. The concentration of 25 pg /ml of AgNps and 220pug/ml
for extract were chosen as the most effective, tested its toxicity on nauplii of Artemia
franciscana and was subsequently used as vector of NpAg to postlarvae of L. vannamei in
challenges with the bacteria. The results showed higher survival of the treated shrimp than
the control group. Post-larval samples were taken from the bioassay and fixed with
gluteraldehyde for its study by transmission electron microscopy (TEM) in order to search

nanoparticles in the hepatopancretic area.
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INTRODUCCION

Si se considera que el 70% de nuestro planeta estd cubierto de agua, es dificil sostener que la
mayoria de nuestro requerimiento de nutrientes de origen animal pueda satisfacerse a partir de
animales terrestres. México es un pais con diversos ambientes y con una biodiversidad marina

importante enun litoral costero de 11,543 km (Martinez et al., 2009).

A pesar de la enorme superficie de agua, la pesca de captura ha llegado a su limite de
produccion; es por ello que la acuacultura se ha convertido en una alternativa real para el

suplemento de proteina de origen animal.

En el 2014 se obtuvieron 73.8 millones de toneladas de produccion acuicola,
correspondiendo 49.8 millones a peces en escama, 16.1 millones de toneladas a moluscos y 6.9
millones de toneladas a crustdceos. Aun cuando la produccidn de crustaceos no es ni la décima
parte de la producida en escama, gener6 36.200 millones de dolares, siendo casi una tercera

parte de lo generado por los peces de escama con 99.200 millones de dolares (La y Land, 2016).

La producciéon de camardn por acuacultura en México estd situada en cuarto lugar por
peso de produccidn; sin embargo, por su valor monetario ocupa el primer lugar, segiin el informe
de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus
siglas en inglés) del 2016. De acuerdo al Anuario Estadistico de Acuacultura y Pesca del 2013,
histéricamente la produccion de camarén por acuacultura tuvo una baja considerable, pasando
de 130 mil toneladas en el 2009 a cerca de 100 mil toneladas en el 2012, mientras que para el

2013, se reportaron alrededor de 60 mil toneladas en el pais (CONAPESCA, 2013).

En Sonora, la produccion de camardn sigui6é la misma tendencia nacional durante ese
periodo, manteniendo el liderazgo de producciéon de camarén en México, junto a Sinaloa

(COSAES, 2013).

La baja produccion de camarén se ha asociado primordialmente con enfermedades
(Varela, 2017). Diversas estrategias se han planteado para combatir estas enfermedades
predominando el uso de antibioticos, los cuales por su mal uso han generado situaciones que

han comprometido la practica acuicola (Smith et al., 1994). Como propuesta emergente ha



surgido la implementacion de la nanotecnologia como una alternativa en el control de
microorganismos patdgenos, tanto en humanos como en animales (terrestres y marinos), con un
especial énfasis en el uso de las nanoparticulas de plata debido a su efecto microbicida de amplio

espectro (Shaverdi et al., 2007).

La nanotecnologia, se encarga de estudiar la materia a tamafios nanométricos y se usa
principalmente en la industria textil, alimentaria, electronica (Garcia et al., 2011; Whitesides,
2005). Actualmente se estudia lamanera de como desarrollar estos nanomateriales para que sean
compatibles con sistemas bioldgicos y poder ser aplicados en biotecnologias como la acuicultura
(Zhang, 2016). En el presente trabajo se utilizaron nanoparticulas de plata sintetizadas con el
extracto de raiz de una planta de la region llamada Rumex hymenosepalus para combatir la
enfermedad de la Necrosis Aguda Hepatopancreatica (ANHPD) generada por la bacteria Vibrio
parahaemolyticus la cual produce la enfermedad principalmente en postlarvas de camardn;
asimismo, evaluar la capacidad del propio nanomaterial matriz (R. hymenosepalus) como

control de la enfermedad.



I. ANTECEDENTES

L.1. Litopenaeus vannamei y su cultivo.

El camar6on blanco es una especie nativa del Océano Pacifico, particularmente de su costa
oriental. Se distribuye desde Sonora, México hacia el centro y sur del continente americano: En
estos lugares la temperatura se mantiene arriba de los 20°C durante todo el afio; estd especie
suele reproducirse en mar abierto y migrar en etapa de postlarva hacia las costas donde pasa a
su etapa juvenil, adolescente y pre adulta. Habita en cuerpos de agua como manglares, estuarios

y lagunas costeras.

Los machos suelen madurar a partir de los 20 g y las hembras a partir de 28 g que toma
alrededor de seis meses y llega a su madurez sexual al tener un peso entre 30 y 45 g, donde la
hembra libera miles de huevos para ser fertilizados (FAO, 2017). El ciclo de vida del camaron

suele ser dividido en dos fases: la marina y la estuarina (Figura 1).

Figura 1. Ciclo de vida de camarén: Adulto (1), huevo (2), nauplio (3), zoea (4), mysis (5),
postlarva (6), prejuvenil (7) y juvenil (8). (FAO, 2017).



La reproduccion del camarén comienza cuando el macho deposita un paquete de esperma
en laregion del télico de la hembra el cual fertiliza los huevos a medida que son desovados; los
huevos maduran y pasan a través de una serie de estadios larvales en los estuarios, que van de
nauplio, zoea y mysis, para alcanzar después el estadio post-larva. En el estadio de post-larva el
cuerpo del camardn es parecido al cuerpo que tendra en su etapa adulta. Posterior a la post-larva
viene el estadio juvenil, en el cual estara de 3 a4 meses en el estuario para luego dirigirse al mar
abierto donde empieza su crecimiento. La vida en promedio de un camarén es de 12 meses

aproximadamente (Palma y Antonio, 2014; Morales, 1990; Ates et al., 2016).

La alimentacién del camardn cultivado consiste principalmente de fitoplancton en la etapa
zoea y al arribar a la etapa de mysis y postlarva, en su alimentacion predomina el uso de nauplios

de Artemia y alimento microencapsulado (Pagina WEB FAO 2017).

L2. Artemia franciscana

La Artemia es un pequefio crusticeo usado cominmente en la alimentacion de organismos
marinos, entre ellos el camardn, debido a su alto valor nutritivo y por su capacidad de incorporar
diferente material particulado a su organismo con su alimentacion. Esta propiedad permite
utilizar a la Artemia como bioencapsulador. Este proceso es conocido como enriquecimiento de
Artemia y puede ser utilizado para incorporar acido grasos esenciales entre otros elementos, con
lo que se puede mejorar la calidad de valor nutricional de Artemia para alimentar peces y
crusticeos marinos, principalmente. También es muy util su uso como vector de diferentes
compuestos quimicos para fines terapéuticos, dirigidos al control de microorganismos causantes

de enfermedades (Thammasorn et al., 2013) (Figura 2).

También es usado como bioindicador para determinar la toxicidad de metales pesados y

otras sustancias toxicas en ecosistemas naturales (Sorgeloos et al., 1986).

La Artemia, al ser un organismo facil de conseguir y desarrollar en laboratorio,
ultimamente se ha usado como modelo de organismos marinos para realizar experimentos de

interaccion con nanomateriales (Kumar ez al., 2017; Wang et al., 2017).
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Figura 2. Artemia utilizada como vector para llevar compuestos de interés a especies marinas
que lo depredan (Sorgeloos, 1986).

1.3. Enfermedades en el camaron

Durante el 2010, China sufrio enormes pérdidas de produccion en el sector acuicola por diversas
causas: 1.2 millones de toneladas por desastres naturales; 123,000 toneladas por contaminacion
y, principalmente, pérdidas por enfermedades que llegaron a las 295,000 toneladas. Esto

practicamente acab6 con la produccidn de cria de camarén marino en China (FAO, 2012).

El cultivo de camaron ha sido una importante fuente de divisas para México; sin embargo,
en el afio 2013 fue practicamente devastada la industria camaronera debido a mortalidades
generadas por diversas enfermedades, tales como el virus de la mancha blanca o por bacterias

como Vibrio parahaemolyticus.

En la Figura 3 se pueden observar las variaciones en las producciones de camaron

cultivado en México.
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Figura 3. Comportamiento historico de la produccion de camaron (CONAPESCA, 2013).

En Sonora, en los tltimos afios la produccioén de camaron blanco, Litopenaeus vannamei,
sufri6 bajas importantes al igual que todo el pais; por ejemplo, en el 2013 se produjo la mitad
de lo que producia en el 2004 y una cuarta parte de lo que lleg6 a producir en el 2009. De las

127,517 toneladas reportadas en el 2013, 60,292 toneladas le corresponden a la acuacultura, la

cual tuvo una reduccion del 40.02 % con respecto del 2012 donde se obtuvieron 100,321
toneladas (CONAPESCA, 2013) (Tabla 1).

Tabla 1. Produccion total de camaron en las principales entidades. (CONAPESCA, 2013).

TONELADAS
2004-2013

ENTIDAD

SINALOA

SONORA

TAMAULIPAS

NAYARIT

BAJA CALIFORNIA SUR
CAMPECHE

CHIAPAS

OAXACA

VERACRUZ

OTRAS"

2004

32,727
53,441
13,366
8,480
1,990
4,222
2405
1,899
2381
4,664

2005

45764
67,179
20,062
8,645
3,504
2,730
2,134
2,026
2,389
3,834

2006

60,076
78,598
13437
8,148
5013
3,050
1427
1,405
2,605
3618

* BAJA CALIFORNLA, COLIMA,GUERRERO, JALISCO, QUINTANA ROO, TABASCO Y YUCATAN.

2007

66,255
78,405
14 459
8,611
4765
4,044
1,990
1,184
2,036
2945

2008

60,441
96,557
13,497
9567
4,264
3,611
1,911
1,342
2,037
3,062

2009

55,838
101,045
11,801
8,645
4,464
6,121
1,842
1,683
2,086
2930

2010

59,498
58,447
16,182
9,114
6,150
8,155
1,724
1,767
2479
3,498

2011

79,020
52,424
11,618
16,255
6,046
7,995
2460
1,694
1,829
3,882

2012

63,870
47,116
12,205
13,831
7,652
7,647
1,939
1,549
2,020
4,023

2013

61,002
25,639
9,192
9,085
5,920
5,130
2,758
2457
2,038
4206



1.3.1. Vibrio parahaemolyticus

V. parahaemolyticus es una bacteria con morfologia bacilar, Gram-negativa, curva. En medio
liquido suele tener un solo flagelo polar (Baumann, 1984). Se puede encontrar en organismos
de ambientes marinos que son populares en la alimentaciéon humana, tales como cangrejos,
pulpos, camarones, ostiones, almejas, etcétera. El consumo de esos organismos infectados con
V. parahaemolyticus, principalmente los que se consumen crudos, provoca en el ser humano
enfermedades gastrointestinales tales como diarrea, nausea, junto con dolor abdominal, fiebre,

dolor de cabeza y vomito (Su 'y Liu, 2007).

En el camar6n blanco, una cepa de la especie parahaemolyticus provoca una enfermedad
conocida en un inicio como Sindrome de Muerte Temprana (EMS por sus siglas en inglés),
principalmente por provocarla muerte en los organismos en etapas tempranas (Lightner et al.,
2012), posteriormente y atendiendo a los signos observables en el camaron se renombrd como
Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND, por sus siglas en inglés). La
cepa que contiene el plasmido codificante se caracteriza por provocar necrosis en el
hepatopancreas, generando inflamacidn, desprendimiento de células epiteliales tubulares,

colonizando a su vez el tracto digestivo y provocando la necrosis en el hepatopancreas (Cuellar

etal.,2012).

Se ha demostrado que el camardn blanco, tanto silvestre como cultivado se infecta por la
bacteria causante de la AHPND por las lesiones histopatologicas observadas en los camarones

enfermos (Cuellar et al., 2012).

El mecanismo de infeccion inicia cuando el estomago de los camarones es colonizado por
la cepa patogénica, una vez alli, libera dos toxinas llamadas Pir A y Pir B. Una vez acumuladas
estds toxinas, generan desprendimientos celulares masivos y agudos en hepatopancreas,
acompafiados de necrosis. Estas dos toxinas son producidas y liberadas por las bacterias que
presentan el plasmido pVPA3-1, el cual contiene los genes que las codifican. Dichas toxinas
son una proteina que guarda una gran analogia estructural con proteinas tipo Cry (Figura 4), por
lo que se sugiere un modo de accion similar donde los dominios hidroéfobos de la proteina se

insertan en la bicapa para formar los poros que dan lugar a la lisis celular (Lee et al., 2015).



Las fases de la enfermedad AHPND pueden desarrollarse en tres fases: aguda, intermedia
y terminal (Varela et al., 2017).

Aguda: durante esta fase se presentan alteraciones que afectan a la funcionalidad y provocan el
desprendimiento celular de los tibulos hepatopancreaticos acompafiados de una disminucién de

actividad mitotica de las células.

Intermedia: se detectan masas bacteriales basoéfilicas y continiia el desprendimiento celular,

empiezan procesos inflamatorios.

Terminal: se generaliza la destruccion del hepatopancreas por los desprendimientos celulares

y por la accion bacteriana empieza la necrosis.

Domain Il ~*

Bacilius thuringiensis Proposed binding model of
Cry insecticidal toxin PirA*» and PirBw

Figura 4. Comparacion estructural entre la proteina Cry de B. thuringiensis y las proteinas PirA
y PirB de V. parahaemolyticus (Lee et al., 2015).

1.3.2. Uso de antibidticos

En la acuacultura se usan diversos tipos de estrategias para tratar y controlar las enfermedades,
desde los recambios de agua hasta las buenas practicas de manejo del personal y monitoreo de
la calidad de agua. Todo con la finalidad de tener un buen manejo de los estanques para la
reduccion de los patogenos en el ambiente para un desarrollo optim6 de la practica acuicola,

libre de enfermedades (Cuellar et al., 2010).



El uso de antibidticos en la acuacultura es, en primera instancia, una rapida solucion
cuando se presenta una enfermedad de indole bacteriana en los camarones, pero el uso excesivo
y sin control de antibidticos en la acuacultura ha provocado una presion selectiva en las
bacterias, generando con ello microorganismos resistentes a fArmacos. Estas bacterias tienen la
capacidad de transferir sus genes de resistencia hacia otras bacterias, lo que hace que la
problematica de enfermedades bacterianas se vea incrementada.

Tabla 2. Antimicrobianos usados en la acuacultura y su importancia en la medicina humana
(Modificado de Heuer et al., 2009).

Agente antimicrobiano Ruta de administracion en Importancia de clase

acuicultura antimicrobiana en
medicina humana
Amoxicilina Oral Importancia critica
(aminopenicilinas)
Ampicilina Oral Importancia critica
(aminopenicilinas)
Cloranfenicol (amphenicol) Oral/bano/inyeccion Importante
Florfenicol (amphenicol) Oral Importante
Erythromycin (Macrolides) Oral/bafio/inyeccion Importancia critica
Estreptomicina, neomicina Bafio Importancia critica
Furazolidona (nitrofuranos) Oral/Bafio Importante
Nitrofurantoina Oral Importante
(nitrofuranos)
Acido oxilinico Oral Importancia critica
(quinolonas)
Enrofloxacina Oral/Baiio Importancia critica
(fluoroquinolonas)
Flumequina Oral Importancia critica
(fluoroquinolona)
Oxitetraciclina Oral/bafio/inyeccion Importancia alta
clortetraciclina, tetraciclina
Sulfonamidas Oral Importante
(sulfonamidas)

Las bacterias que residen en organismos acuaticos y que son consumidas por el hombre,

pueden generar problemas de salud importantes, por lo tanto, es necesario controlar el uso de

sustancias generadoras de resistencia en la acuacultura y con ello, evitar el riesgo ecolédgico y

social que podria derivar (Heuer et al., 2009). De aqui que se busque generar sustancias que



puedan controlar los microorganismos sin los efectos secundarios de los antibioticos, como las

nanoparticulas.

Muchos de los antibidticos o diversos agentes antimicrobianos usados en la acuacultura

son de importancia para la medicina humana como se muestra en la Tabla 2.

Los microorganismos a quienes van dirigidos los antibioticos tienen mecanismos
mediante los cuales adquieren resistencia. Cuando una poblacion bacteriana se vuelve resistente
a algln antibacteriano, la poblacion prolifera y puede transferir los genes responsables a otro
grupo bacteriano, obteniendo asi la resistencia. Existen 3 procesos principalmente que implican

una transferencia lateral de ADN segln cita Romero ef al. (2012).

Transformacion: las bacterias obtienen genes de ADN foraneo del ambiente externo donde se
encuentran.

Transduccion: las bacterias obtienen genes a través de la infecciéon con ADN viral. Esta
alternativa tiene el potencial de desempefiar un papel importante en la transferencia de
resistencia debido a las altas concentraciones de virus (bacteriofagos) en habitats acuaticos, el
agua de mar y el sedimento marino.

Conjugacion: los genes se obtienen por un acoplamiento bacteriano de célula a célula. En este
proceso, un plasmido pasa de un organismo a otro a través de un pilus, esto puede ocurrir entre
miembros de la misma especie o, lo que lo hace mas peligroso, entre diferentes géneros o
familias. La propagacion de los genes que codifican la resistencia a los antibidticos puede ser
facilitada por los transposones, que se mueven de los plasmidos a los cromosomas y en direccion

inversa.

Aun con las ventajas que ofrecen los antibidticos de solucionar rapido y eficazmente, en
algunos casos, las enfermedades, entre las desventajas del uso de los mismos se encuentra el
comprometer la salud del organismo, pues por una parte se busca eliminar una bacteria no
deseada en el organismo, pero en otras afecta al organismo, afectando la bioquimica del
organismo, como los nitrofuranos que han mostrado  caracteristicas mutagénicas y
carcinogénicas en camaron, a su vez que diversos antibioticos pueden provocar cambios en la

tasa de alimentacion, tasa de respiracion, consumo de oxigeno y alteraciones de osmoregulacion,
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también afectar sus componentes bioquimicos de interés (proteinas, carbohidratos, acidos
grasos, etc.) o incrementa su estrés provocando sumuerte (Tu efal., 2010). Pickering y Pottinger
en 1989 observaron que el uso de oxitetraciclina (antibiotico de alto espectro usado en la
acuacultura) en postlarvas de pez cebra (Danio rerio), elevo los niveles de cortisol, lo cual,
aunado al estrés, alter6 la respuesta inmune de los organismos. En el estudio de Tu et al. del
2010 también se hablo del problema de los residuos de antibidticos normalmente usados como
el cloranfenicol, antibiotico que puede causar aplasia potencialmente falta y leucemia, sin

embargo, se han detectado residuos en el musculo del camaron.

L4. Sintesis verde de nanoparticulas

La investigacion en la sintesis de nanoparticulas se ha enfocado a producir nanoparticulas sin
quimicos toxicos y, por lo tanto, dificiles de tratar como residuos, haciéndolos poco eco-
amigables. Las sintesis normales o “quimicas” suelen usar materiales como etilenglicol,
dimetilformamida u otros precursores que pueden dejar trazas en la superficie de la
nanoparticula, provocando sutoxicidad si se llega a usar en sistemas bioldgicos; a su vez, suelen
elevarse los costos de produccion al utilizarse medios de radiacion o altas temperaturas, por lo
que es una prioridad establecer otros métodos alternativos para la sintesis de nanoparticulas para

hacerlas viables (Iravani, 2011).

Entre la blisqueda de una sintesis alterna al uso de quimicos, se ha desarrollado la sintesis
de nanoparticulas con microorganismos (He et al., 2007), la cual suele ser tardada, genera un
alto costo de produccion con elevada posibilidad de contaminaciéon, motivo por el cual
recientemente se ha extendido el uso de extractos de plantas en la sintesis de nanoparticulas, lo

cual se ha denominado fitonanosintesis.

Las plantas estan libres de los inconvenientes mencionados anteriormente. Los extractos
de plantas pueden ser obtenidos a gran escalay se pueden purificar los metabolitos responsables
de la sintesis de manera mas sencilla; ademas de funcionar como estabilizadores baratos de las
nanoparticulas, también se ha demostrado que el tiempo de sintesis es menor cuando se usan

extractos de plantas y se incrementa la estabilidad de la nanoparticula producida (Song y Kim,

2009).
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1.4.1. Fitosintesis

La sintesis de las nanoparticulas de plata se basa en un proceso de oxidacién-reduccion donde
los compuestos antioxidantes presentes en las plantas y que actiian como los agentes reductores
que transfieren electrones a los iones metalicos provenientes de la solucién de nitrato de plata.
En la Figura 5-a se ilustra la molécula de Epigalocatequina galato (EGCG), uno de los
componentes antioxidantes mas abundantes en el extracto de Rumex hymenosepalus. La EGCG
posee dos anillos con la misma estructura local, el anillo B con una estructura tipo pirogalol o
acido pirogalico y un anillo D con un grupo galato. Ambos anillos tienen tres grupos hidroxilos
que potencialmente pueden participar en la sintesis (Wu et al., 2011). El mecanismo de sintesis,
considerando un solo anillo, se inicia con la desprotonacion de dos grupos hidroxilo en el anillo
(Figura 5-b) seguido por una transferencia de electrones, lo cual da lugar a dos electrones
desapareados (Figura 5-c). Los protones reaccionan con los dos iones nitratos (NO3)
provenientes de la disociacion del nitrato de plata lo cual genera dos moléculas de acido nitrico
y a la vez, dos iones de plata Ag" son reducidos a plata metalica Ag’ por los electrones
transferidos, mientras que el anillo aromatico se reconfigura a su forma estable oxidada como

quinona (Figura 5-d).
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Figura 5. Mecanismo de reaccion oxido-reduccion que da lugar a la formacion de plata metalica
A,
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En el caso del t-resveratrol, otra molécula abundante en el extracto de Rumex, el grupo
hidroxilo del anillo fendlico toma parte en la reaccion oxido-reduccion por un mecanismo
analogo al descrito anteriormente para la EGCG, obteniéndose un atomo metalico de plata por
cada molécula oxidada de t-resveratrol. La Figura 6-a muestra a la molécula de t-resveratrol en
su forma ordinariay la Figura 6-b, la forma oxidada caracterizada por la formacion de un grupo

carbonilo.

Figura 6. Estructura tridimensional del t-resveratrol sin oxidar (a) y oxidado (b) (Rodriguez et
al.,2017).

Las nanoparticulas de plata formadas son estabilizadas a través de los grupos carbonilos
de las quinonas, previamente formadas por la oxidacion de los polifenoles. Las moléculas
polifenodlicas que estdn en exceso en la reaccion de sintesis promueven la estabilizacion del
material formado al acomplejarse a las nanoparticulas mediante los grupos hidroxilos de los

anillos aromaticos.

En la Figura 7 se muestra el esquema de una nanoparticula de plata estabilizada por
moléculas oxidadas de EGCG y t-resveratrol, asi como la participacion de especies sin oxidar.
Las regiones en verde y amarillo corresponden a los grupos hidroxilos (-OH) y carbonilos (=0),
respectivamente, que interaccionan con la superficie de la nanoparticula de plata (Rodriguez et

al., 2017).
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Figura 7. Esquema de la estabilizacion de nanoparticula de plata por moléculas oxidadas y sin
oxidar de EGCG y t-resveratrol, (Rodriguez et al., 2017).

1.4.2. Nanoparticulas y sus efectos microbicidas

Desde el Siglo XVII se ha utilizado el nitrato de plata para curacion de heridas, tratamiento de
ulcerasy en 1965, se concluyd que una solucion de nitrato de plata tenia accion contra bacterias
(Klasen, 2000). Actualmente existen diversos estudios acerca de nanoparticulas metalicas y su

efecto bactericida (Rai et al., 2009; Sondii y Salopek, 2009).
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Tabla 3. Mecanismo de accidon de nanoparticulas de plata contra diferentes microorganismos

(Modificado de Francis et al., 2015).

Bacteria

Mecanismo de accion

Acinetobacter baumannii
Escherichia coli

Enterococcus faecalis

Klebsiella pneumoniae
Listeria monocytogenes

Micrococcus luteus
Nitrifying bacteria
Pseudomonas aeruginosa

Proteus mirabilis
Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Salmonella typhi

Vibrio cholerae

Alteracion de pared celular y citoplasma
Alteracion de permeabilidad de membrana
y respiracion

Alteracion de pared celular y citoplasma
Alteracioén de membrana,

Cambios morfologicos, separacion de
membrana citoplasmatica de pared celular y
plasmolisis

Alteracion de membrana

Inhibicion de actividad respiratoria
Alteracion de permeabilidad de membrana
y respiracion

Alteracion de pared celular y citoplasma
Inhibiciéon de replicacion de ADN
bacteriano

Dafio membrana y modificacion de ATP a
nivel intracelular

Inhibicion de replicacion de ADN
bacteriano y modificacion de ATP a nivel
intracelular

Alteracion de permeabilidad de membrana
y respiracion

El mecanismo de accion de las nanoparticulas como bactericidas es multifacético,
dependiendo de la interaccion que se da entre el nanomaterial y la estructura de la membrana,
morfologia y metabolismo del microorganismo. Se ha estudiado particularmente las
nanoparticulas de plata y su interaccion con distintos microorganismos. Se han propuesto

diversos mecanismos de accion de nanoparticulas, los cuales se pueden observaren la Tabla 3.
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[.4.3. Nanoparticulas en organismos marinos

Existen trabajos donde se llevado a cabo el uso de nanoparticulas para monitorear efectos
toxicos o tratar enfermedades en organismos marinos, incluyendo peces, cefalépodos, bivalvos
y crustaceos (Canesi ef al., 2012; Grimaldi et al., 2013; Kandasamy et al., 2013; Rajan et al.,
2017).

Con el auge en produccion de productos con nanoparticulas y, siendo el mar un area
receptora de muchos desechos, es importante conocer los efectos perjudiciales éstos que podrian
tener sobre el medio ambiente y la salud. Es por lo tanto que se ha echado mano de organismos
marinos como indicadores biologicos de contaminacion para estos nanoproductos (Lorenzo,
2014). La aplicacion de nanoparticulas en cultivos de camardén ha causado que se realicen
trabajos para medir la respuesta a nivel metabolico de las nanoparticulas. Juarez et al. (2017),
trabajaron con camarones juveniles a los cuales se les inyectaron nanoparticulas de plata y
probaron contra el virus de la mancha blanca (WSSV, por su siglas en inglés). Ellos reportaron
una supervivencia de 100% en los camarones donde se les administraron los tratamientos con
0.5, 5y 20pug/ml de nanoparticulas de plata sin infeccion de WSSV; en cambio, reportaron un
80% de supervivencia en organismos que les fue administrado nanoparticulas de plata y que
fueron infectados con WSSV. En el trabajo anterior, latasa de consumo de oxigeno y el recuento
de hemocitos, previay posteriormente a la inyeccion de nanoparticulas de plata, se mantuvieron

estables e inalterados.

También se han incorporado nanoparticulas a dietas para mejorar el desarrollo del
organismo, la respuesta inmune, el contenido nutricional y la supervivencia (Srinivasan ef al.,
2017). Los autores suplementaron una dieta con nanoparticulas de 6xido de magnesio para la
alimentacion de postlarvas de langostino gigante (Macrobrachium rosenbergii), usando
concentraciones de 100 a 500 pg/ml; aumentando por centenas las concentraciones obtuvieron
como resultado un aumento de constituyentes bioquimicos como proteinas, carbohidratos,
acidos grasos, aminoacidos en los organismos. En este trabajo se logré aumentar casi al doble

la biomasa en aquellos organismos tratados con nanoparticulas con respecto al control.
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1.5. Género Rumex

El género Rumex se distribuye globalmente y estd compuesto en su mayoria por arbustos, y por
algunas hierbas. Se han registrado mas de 250 especies, en la mayoria se han encontrado
fitocompuestos como flavonoides, estilbenoides, entre los que destaca el resveratrol (al cual se
le relaciona con proteccion contra enfermedades cardiovasculares) y taninos (Vasas et al.,
2015). Se ha reportado que algunas especies tienen actividad diurética y analgésica (Rao et al.,
2011); asimismo, se le atribuyen capacidades antioxidantes, antiflamatorias, antidiarreica, entre

otras (Ferreres et al., 2006).

L.5.1. Rumex hymenosepalus

Es conocida con el nombre comin de cafiagria o hierba colorada. Esta especie (Figura 8), es una
planta perenne que se distribuye por el noroeste de México y Suroeste de Estados Unidos.
Voelcker (1886), analizd por primera vez la raiz de la R. hymenosepalus encontrando un

contenido del 23.2% de taninos.

También se han realizado estudios sobre su alta capacidad para el curtido de pieles
(Cantua-Sesteaga, 1987). Se ha utilizado para tratar gingivitis (VanderJagt et al., 2001); e
incluso sus hojas son usadas como alimento, para aliviar fiebresy afecciones gastrointestinales.
Se le han atribuido propiedades para purificar la sangre al ser ingerida y para tratar quemaduras

e irritaciones en la piel usandose topicamente (Rivero et al., 2005).
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Figura 8. Detalles botanicos de Rumex hymenosepalus. a) Toda la planta en flor, b) Raices, c)
Flor, d) Fruto y e) aquenio. (Krochmal y Paul, 1951)
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1. JUSTIFICACION

La produccion de camar6n en los ultimos afios se ha visto afectada por enfermedades tanto
virales como bacterianas. En el caso de bacterias, el tratamiento por excelencia ha sido el uso
de antibidticos cuyo manejo implica riesgos sanitarios y ecologicos. En estudios recientes se ha
estudiado de la capacidad antimicrobiana de las nanoparticulas, por lo que el uso de las
nanoparticulas puede constituir una alternativa viable a la problematica de control de

enfermedades bacterianas y a la generacion de resistencia en los cultivos acuicolas.
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II1I. HIPOTESIS

La sintesis de nanoparticulas de plata empleando el extracto de raiz de la planta Rumex
hymenosepalus genera nanomateriales que tienen propiedades antimicrobianas sobre la bacteria

Vibrio parahaemolyticus en cultivos in vivo de postlarvas de camarones infectadas.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Sintetizar nanoparticulas de plata con extractos de Rumex hymenosepalus y evaluar suuso como
estrategia para combatir la enfermedad de la Necrosis Aguda Hepatopancreatica (ANHPD),

generada por la bacteria Vibrio parahaemolyticus en postlarvas de camaron.

IV.2. Objetivos especificos

1. Obtener y caracterizar el extracto de la planta R. hymenosepalus.

2. Sintetizar nanoparticulas de plata estables a partir del extracto de R. hymenosepalus y
establecer su caracterizacion.

3. Evaluar in vitro la capacidad de inhibicion del crecimiento bacteriano de las
nanoparticulas de plata obtenidas y el extracto de R. hymenosepalus sobre la bacteria V.
parahaemolyticus, a través del establecimiento de la concentraciéon minima inhibitoria.

4. Determinar los posibles efectos de toxicidad de las nanoparticulas de plata obtenidas y
del extracto de R. hymenosepalus en nauplios de Artemia franciscana.

5. Evaluar la eficacia de las nanoparticulas de plata y del extracto de R. hymenosepalus

para controlar la infeccion de V. parahaemolyticus en postlarvas de camaron blanco.
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V. METODOLOGIA

V.1. Obtencion del extracto

La raiz de la planta R. hymenosepalus se comprd cortada y deshidratada en el mercado local.
Las piezas de raiz fueron cortadas en rodajas de aproximadamente 0.5 cm de espesor con
diametros entre 1y 2 cm (Figura 9). Para obtener el extracto de R. hymenosepalus se utilizd una
mezcla de etanol/agua en una proporcion 70/30 vol/vol. Para la mezcla se utilizo alcohol etilico
absoluto ACS marca Fermont. En un frasco transparente de cultivo con tapdn de rosca hermética
se colocaron 1000 mL de la mezcla etanol/agua, donde se sumergieron 15 g de rodajas
deshidratadas del tubérculo de la planta. El frasco se dejo herméticamente cerrado para evitar
evaporacion de los componentes durante tres semanas para que se llevara a cabo la extraccion
de los compuestos presentes en laraiz. El frasco con su contenido se cubri6 con papel aluminio
y se colocd en un lugar cerrado alejado de la luz para evitar la foto-oxidacion de los compuestos
obtenidos en el extracto. Mediante decantacion se separ6 la parte liquida, la cual se filtr6
posteriormente a través de papel filtro Whatman grado 40 (retiene particulas de 8 um) y
finalmente se paso por un filtro Acrodisc de 200 nm acoplado a una jeringa. El extracto final se

caracterizo por UV-Vis.

Figura 9. Cortes de raiz de Rumex hymenosepalus presentando las tonalidades rojizas interna y
café externo caracteristicas.
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V.2. Sintesis de nanoparticulas de plata empleando extractos de Rumex hymenosepalus

Como reactivo aportador de los iones de plata se utilizé Nitrato de Plata de alta pureza (99.9%)
de Sigma Aldrich. Se prepararon 1000 mL de una solucion 0.1 M de AgNO; empleando agua
ultrapura (18.2 MQ) a 25°C. Para preparar las nanoparticulas de plata, se agregaron en un frasco
transparente de 100 mL con tapén de rosca, 4 mL del extracto de Rumex, 2 mL de la solucion
de Nitrato de Plata 0.1 M y 16 mL de agua Ultrapura. El frasco se colocd en el exterior durante
una hora expuesto a la luz del sol. El frasco se rotd6 manualmente de manera parcial sobre su eje
cada 15 minutos para que la iluminacion fuera lo mas homogénea posible sobre la muestra.
Pasado el tiempo, el contenido del frasco se coloco por partes iguales en dos tubos Falcon de 15
mL para su posterior centrifugacion. Antes de centrifugar, se tom6 una alicuota de 0.5 mL de

cada tubo para realizar la caracterizacion de las nanoparticulas por UV-VIS.

El proceso de la centrifugacion tuvo como propdsito “limpiar” las nanoparticulas del
material excedente proveniente del extracto y de la solucion. Previo a la centrifugacion, el
contenido en los tubos Falcon fue sonicado durante 10 minutos en una cuba de ultrasonicacion
Marca Fisher Scientific FS-60 con una potencia de ultrasonicacion de 130 W a una frecuencia
de 40 KHz, con la finalidad de homogenizar completamente la muestra, posteriormente, se
centrifugd por 30 minutos a 6,000 rpm. El sobrenadante se retird y los solidos precipitados se
resuspendieron en 10 mL de etanol. Se sonicd de nuevo el contenido de los tubos con los solidos
precipitados con el alcohol por 10 minutos para volver a centrifugarse en las mismas
condiciones. Los sélidos se recuperaron y se dejaron secar por 24 horas en un desecador con
vacio. Los polvos se pesaron y se re suspendieron en 1 mL de agua ultrapura para su posterior
uso en las pruebas de actividad microbicida y para su caracterizacion por UV-Visible, asi como

por microscopia electronica de transmisiéon (MET) y microscopia electronica de barrido (MEB).

V.3. Caracterizacion del extractoy nanoparticulas de plata (AgNps) por UV-Vis

Para el extracto se pesaron 0.001 g en 10 mL de extracto liofilizado de Rumex de los cuales se
tomaron 10 pl para depositar en una celda de cuarzo y se depositd agua ultrapura para tener un

volumen final de 3000 pl, los espectros se corrieronde 900 a 200 nm con una velocidad de paso
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de 480 nm por minuto a 25°C y con un ancho de abertura de haz de 0.5 nm. Se utiliz6 agua

ultrapura como blanco de referencia.

Para AgNps se tomaron 250 pl. de una solucion madre de 880 pug/mL y se completd el
volumen de la celda de cuarzo una solucion de 70/30 de etanol/agua. Los espectros se corrieron
de 900 a 200 nm con una velocidad de paso de 480 nm por minuto a 25°C y con un ancho de
abertura de haz de 0.5 u.a. Se utilizd6 una solucion de 70/30 de etanol/agua como blanco de

referencia.

V.4. Espectroscopia infrarroja (IR) del extractoy AgNPs

Los experimentos de espectroscopia IR por transformada de Fourier se efectuaron en un equipo
Perkin-Elmer FT-IR, modelo System Spectrum GX, empleando una celda de CaF,. Los
espectros se obtuvieron en modo de Transmitancia en la region comprendida entre 4000 cm™ a

500 cm™!' auna resoluciéon de 0.3 cm.

V.5. Caracterizacion de las AgNPs por Microscopia Electronica de Transmision

La caracterizacion de las nanoparticulas por microscopia de transmision se efectudé en un
microscopio Jeol de emision de campo, modelo 2010F. El equipo cuenta con un corrector de
aberracion esférica que permite una resolucion espacial de punto a punto de 0.19 nm. El voltaje
de operacion del equipo durante la caracterizacion de las muestras fue de 200 KV. Se
depositaron 10 pL de la solucion de nanoparticulas sobre una rejilla de cobre de 300 mesh
(densidad de entramado) cubierta con una pelicula de carbén como soporte. Se dejo secar la
muestra sobre la rejilla a temperatura ambiente hasta asegurar la evaporacion del solvente (12

h) y posteriormente se guard6 en tubo Eppendorf (1.5 mL) hasta su observacion.
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V.6. Obtencion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de AgNPs y del extracto

de R. hymenosepalus

En el presente trabajo se utiliz6 una cepa de la bacteria V. parahaemolyticus patogénica aislada
de camarones que padecieron la ANHPD, donada por el Centro de Investigaciones Bioldgicas
del Noroeste (CIBNOR) (Félix et al., 2017) y caracterizada en el Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR) (Leon et al., 2016).

Para la prueba de la CMI (concentracion minima inhibitoria) se utilizé un lector de placas
de 96 pozos marca SYNERGYHTX (Figura 10). En cada pocillo se depositaron 50 uL de caldo
Mueller Hinton (DIFCO) y 30 pL de tratamiento (AgNPs o Extracto de Rumex), variando su
concentracion para localizar el CMI y 20 pL de indculo de la bacteria V. parahaemolyticus a
una concentracion de 10° cel/mL. En el caso de los blancos, en los pocillos solamente se depositd
la mezcla de solventes. Se configur6é el equipo para mantener una temperatura de incubacién de
30 °C, realizar una agitacion por 5 segundos en movimiento lineal durante cada lectura. El
experimento tuvo una duracion de 24 h con lecturas automaticas cada 15 min, a una longitud de

onda de 540 nm. Para los blancos se colocaron tratamientos sin infeccion.

Para evaluar la CMI se utilizaron concentraciones de AgNPs de 5, 10, 15, 20, 25,30y 35
ug/mL; para el extracto de Rumex se utilizaron concentraciones de 88, 100, 110, 330 pg/mL.

FiguralO. Incubadora SYNERGYHTX para la evaluacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria de las nanoparticulas de plata y del extracto de Rumex.
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V.7. Nauplios de Artemia franciscanay prueba de toxicidad

En el presente trabajo se utilizaron quistes de Artemia franciscana de marca INVE como vector
de las AgNPs y del extracto de Rumex para las postlarvas de camaron, se utilizaron nauplios de
Artemia franciscana recién eclosionados (24-36 horas post-eclosion) para lo cual se
eclosionaron 0.5 gramos de quistes de Arfemia en un matraz con aireacion e iluminacidn
constantes conteniendo 500 mL de agua de mar diluida a 25 partes por mil (%o) (esterilizada en
autoclave), a una temperatura de 30°C por 48 h. Los nauplios fueron cosechados y lavados
exhaustivamente con agua de mar estéril (para reducir su carga bacteriana) y resuspendidos
nuevamente en 500 mL enagua de mar estéril en un matraz limpio. Antes de su uso experimental

se estimod la densidad de nauplios en el recipiente.

Para la prueba de toxicidad se colocaron en promedio 25 nauplios de Artemia por pozo en
una placa de seis pozos (de 10 mL cada uno). Cada pozo contenia: 4.5 mL de agua de mar a
35%o, 1 mL de alicuota de la solucién madre de los nauplios de Artemia y 0.5 mL de tratamiento
paraun volumen final de 6mL por pozo y concentraciones de 44 y 50 ug/mL de nanoparticulas
y 220y 240 pg/mL del extracto de R. hymenosepalus (Figura 11). Cada tratamiento se realizo
por triplicado. Los nauplios de Artemia fueron observados y contabilizados cada seis horas a
través de un estereoscopio durante las 24 horas del experimental. Al final del experimento, se
registro el nimero de nauplios activos (vivos) y se calcul6 el porcentaje de supervivencia para

cada pozo y experimento por separado.

Figura 11. Sistema experimental para las pruebas de toxicidad con nauplios de Artemia.
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V.8. Reto bacteriano experimental con postlarvas de camarén blanco, L. vannamei
V.8.1. Reto bacteriano preventivo en postlarvas de camardn

Las postlarvas de camarén blanco, L. vannamei, en estadio de postlarva 15 (P1 15, quince dias
en la etapa de postlarva) (Figura 12), fueron obtenidas del cultivo larvario de la empresa
GENITECH, S.A de C.V. ubicada en la costa de Hermosillo, en el poblado del Colorado. Los
organismos fueron trasladados en bolsas plasticas a baja temperatura (aprox. 10 °C), de acuerdo
al protocolo de la empresa, al laboratorio de acuacultura del Departamento de Investigaciones
Cientificas y Tecnoldgicas (DICTUS) y fueron colocadas en un recipiente plastico de 250 litros,

previa aclimatacion de los organismos por la salinidad y temperatura del envio.

Los organismos una vez aclimatados (salinidad 35 %o y temperatura de 30°C)
permanecieron en las instalaciones del DICTUS por 5 dias bajo aireacion y alimentacion
comercial permanentes previos a su uso en el reto bacteriano. Paralelamente se eclosionaron
quistes de Artemia, de acuerdo a lo establecido anteriormente. Los nauplios recién eclosionados
se dividieron en placas petri con un volumen total de 10mL a los cuales se les administraron los
tratamientos de 25 pg/mL y 220 pg/mL de AgNPs y de extracto de R. hymenosepalus,
respectivamente, durante 18 h. Los nauplios de Arfemia se mantuvieron bajo temperatura y

aireacion constante.

Previo al reto bacteriano, se colocaron dos grupos con 300 Pl 20 en dos vasos de
precipitado de 500 mL, conteniendo 250 mL de agua de mar a 35%o estéril bajo aireacion
suficientes cada uno. Se colocaron 50 nauplios de Artemia tratados por postlarvas de camaron
en cada vaso (aproximadamente 15,000 nauplios en total) y se permitid que las postlarvas se
alimentaran con ellos por 4 h. Posteriormente, se colocaron nueve PI 20 de las alimentadas con
nauplios de Artemia tratados en cada uno de los matraces experimentales de 500 mL
conteniendo un volumen de 300 mL de agua de mar a 35 %o estéril con aireacion suficiente a
una temperatura controlada de 30 °C (Figura 13). Los tratamientos experimentales fueron por
triplicado y distribuidos al azar por la linea de tratamiento de los nauplios de Artemia
(alimentados con AgNPs o extracto de Rumex). Una vez colocadas las postlarvas de camaron,
inmediatamente cadamatraz se infectd con un indculo de 24 h de cultivo en caldo Muller Hinton

(DIFCO) de la cepa de V. parahaemolyticus, para una concentracion final de 103 cel/mL. Se
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utiliz6 como blanco positivo tres matraces con Pl 20 alimentadas de inicio con nauplios de
Artemia sintratamiento y sininoculo bacteriano y como Blanco negativo, P1 20 alimentadas con
nauplios sin tratamiento con el indculo bacteriano. Durante el experimento se contabilizaron las
Pl 20 activas (vivas) cada 6 horas durante 28 h para calcular su supervivencia. Al finalizar el
experimento se recolectaron todos los organismos y se fijaron en solucion de gluteraldehido al

4% para su posterior observacion por microscopia electronica de transmision.

Figura 12. Espécimen de Postlarva 20 de camarén blanco, Litopenaeus vannamei, utilizada en
el reto bacteriano observada por estereoscopio.
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Figura 13. Sistema experimental de camarones.

V.8.2. Reto bacteriano correctivo en postlarvas de camardn

Para este experimento se utilizaron postlarvas de 25 dias se colocaron, de igual manera que en
el experimento anterior, nueve organismos en cada uno de los matraces experimentales con un
volumen de 300 mL de agua de mar estéril de 35 %o. Los tratamientos experimentales fueron
distribuidos al azar. En este bioensayo, primero se colocaron las postlarvas de camarén e
inmediatamente después se infectaron con un indculo fresco de V. parahaemolyticus para dar
una concentracion de 10° cel/mL. A las 4 h posteriores a la infeccion, se les suministraron
nauplios Artemia con 48 h de eclosidony tratados de manera similar que en el bioensayo anterior
(ver seccion VI.6.1), a una densidad de 50 nauplios de Artemia por postlarva de camardn. Cada
tratamiento fue por triplicado. Los matraces se colocaron en un sistema de aireacion y se
controlo la temperatura ambiente a 30 °C. Se contabilizo la supervivencia cada 6 h durante 28
h. Al finalizar el experimento se recolectaron los organismos y fueron fijados en gluteraldehido

para la caracterizacion en MET.
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V.9. Preparacion de muestra para MET y MEB

El analisis por MET y MEB de los organismos fijados con gluteraldehido se realizd en la
University of Texas at San Antonio. Para este fin, los organismos por tratamientos se colocaron
en una caja petri bajo una campana de extraccion para obtener el hepatopancreas utilizando un

bisturi. El intestino se cortd en forma transversal y longitudinal (Figura 14).

Figura 14. Corte y toma de muestra de camarén.

Los cortes de tejidos fueron colocados en tubos eppendorf de 2 mL y se realizaron dos
lavados consecutivos con PBS (Phosphate-buffered saline) por 15 min cada uno. Posteriormente
se retird el PBS y se depositd en el tubo una solucién de OsO4 al 1% en PBS por una hora con
la finalidad de tefiir la muestra de tejido para ser observada por MET y MEB. Se retir6 el OsO4
y se realizaron dos lavados con PBS por 15 min cada uno para retirar el exceso del tetradxido
de osmio, posteriormente se realizdO una serie de lavados consecutivos con etanol a
concentraciones de 25, 50, 75, 95 y100 % por 15 min cada uno (tomando como base el etanol
al 96%) (Figura 15) La finalidad de los lavados con etanol es para remplazar el agua que tienen
las muestras y la resina pueda ingresar. Posterior a los lavados con etanol, las muestras se
lavaron con 6xido de propileno (Aldrich Chemistry), dos veces durante 15 min cada una para

remover el etanol; después se colocaron los tejidos durante una hora en una mezcla 50:50 de
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oxido de propileno con la resina LX-112. Esta resina se prepara previa a su uso. Finalmente, las
muestras se colocaron en un eppendorf para darle orientacion y colocar la resina LX-112 con
un catalizador incluido para polimerizacion de la resina. Las muestras con la resina se colocaron
en un horno a 60°C durante 48 h. Durante la preparacion, en el paso de los lavados con etanol,
se tomo6 una muestra de 20 uL y se deposito sobre una rejilla de cobre con cubierta de carbono

y se dejo secar para su observacion por MEB (Figura 16).

Figura 16. Rejillas secandose para ser observadas en MEB.
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V.10. Corte y montaje de muestra para MET

Una vez en estado solido la resina se llevo a un ultramicrotomo (Figura 17), donde se realizaron
cortes ultrafinos de un espesor de 90 nm con una hoja de diamante y fueron recogidos con una
rejilla de cobre con recubierta de carbono para observarse en el microscopio electronico de

transmision (MET).

Figura 17. Muestra solidatefiida (Izquierda) y Ultramicrotomo (Derecha).

V.11. Observacion por microscopio electronico de transmision (MET) y microscopio

electronico de barrido (MEB)

Los cortes de camardon fueron observados en diferentes modelos de microscopios electronicos

de transmision y de barrido, MET JEOL 1230, MET JEOL 2010 y Hitachi 5500 (Figural8).

32



Figura 18. Equipo METJEOL 1230 (izquierda)y MEB HITACHI 5500 (derecha).

V.12. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de las pruebas de Artemia y camardn se llevo a cabo a través de un
ANOVA de una sola via realizdindose una prueba Post Hoc de Tukey para verificar si existia
diferencia estadisticamente significativa; para ello se utilizo el software estadistico de

Statgraphics Centurion XVII y Origin Pro 8.6.
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VI. RESULTADOS

VIL.1. Extracto de Rumex hymenosepalus

VI.1.1 Espectro UV-Vis el extracto

Con el fin de descartar la pérdida de componentes en la muestra de R. hymenosepalus seca, se
analizé una muestra fresca de producto. Los espectros UV-Visible de ambos extractos, fresca y

comercial, se muestra en la Figura 19. El espectro completo comprende desde los 200 hasta los

900 nm. Se observa una banda bien definida entre 250 -350 nm.

Absorbancia

Figura 19. Espectros UV-Visible de los extractos de R. hymenosepalus, comercial y fresca
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obtenidos con una mezcla de solventes etanol/agua (70/30).

VI.1.2. Espectro IR del extracto y AgNPs sintetizadas

La Figura 20 muestra los espectros IR del extracto de Rumex hymenosepalus (Rh) y de las
AgNPs sometidas al proceso de limpieza. Se observa una banda ancha entre 3750 cm!' y 3000

cm’!, la cual corresponde a los modos de estiramiento del grupo OH presente en los anillos
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fendlicos de las moléculas del extracto. Los picos ubicados a 2974, 1650 y 1384 cm
corresponden a los modos de estiramiento de los enlaces C-H, C=C y C-O, respectivamente,
asociados a los anillos aromaticos. La sefial a 1049cm™ se asocia al modo de estiramiento del
enlace C-O-C del grupo éter de las moléculas de catequina y el pico a 799 cm! corresponden

al estiramiento del grupo —OH fuera del plano en los anillos fenolicos.
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Figura 20. Espectro IR del extracto de R. hymenosepalus y de las AgNPs sintetizadas y
sometidas a proceso de limpieza.

VL.2. Nanoparticulas sintetizadas

VI.2.1. Nanoparticulas resultantes de sintesis

Como resultado de la exposicion a la luz, posterior en la sintesis, la solucidon de nanoparticulas

adquiere una tonalidad café oscuro (Figura 21). Se obtiene un material de color café debido a la
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absorcion de la luz como consecuencia debido al plasmon de resonancia de superficie de la

AgNps plata.

Figura 21. Coloracion de la solucion con nanoparticulas posterior a la sintesis.

VI.2.2 Caracterizacion de AgNPs por espectroscopia UV-Vis

En la Figura 22, se muestra el espectro UV-Vis de las AgNPs obtenidas de la sintesis con
extractos de R. hymenosepalus. La banda muestra las nanoparticulas después de todo el proceso

de purificacion. Esta presenta un pico maximo a una longitud de onda de 415 nm, pico asociado

a las AgNPs.
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Figura 22. Espectro UV-Visible de las AgNPs obtenidas de la sintesis con extractos de R.

hymenosepalus.
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VI.2.3. Caracterizacion de AgNps por microscopia electronica de transmision y de barrido

Las Figuras 23-a y 23-b corresponden a micrografias de las AgNPs sintetizadas con el extracto
de R. hymenosepalus. Las imagenes se obtuvieron por microscopia electronica de transmision
(MET) y en ellas se muestra que las particulas son de geometria cuasiesférica y se encuentran
bien dispersas sin formar aglomerados entre si. En la Figura 23-c se muestra el histograma
correspondiente a la distribucion de tamafios de las nanoparticulas construido con un total de
400 nanoparticulas empleando el software Image] para el procesamiento y andlisis de las

micrografias. El tamafio promedio de las nanoparticulas es de 4.9 = 1.4 nm con tamafios

comprendidos entre 2 nm y 10 nm.

Figura 23. Micrografias de MET de la AgNPs sintetizadas a distintas amplificaciones (a,b). La

grafica en c) corresponde a la distribucion de tamafios de las nanoparticulas.

En las Figuras 24-a y 24-b se observa la imagen MET de una region de AgNPs y su
correspondiente patron de difraccion electronica de area selecta. Del analisis de la Figura 24-b
se obtuvo que los anillos de difraccion corresponden a los planos cristalinos, cuyos indices de

Miller son sefialados, de la estructura ctbica centrada en las caras (fcc) de la plata de acuerdo a

la ficha cristalografica 04-0783 del Centro Internacional de Datos de Difracccion (ICDD).
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Figura 24. Micrografia MET de nanoparticulas de plata (a) y su correspondiente patrén de

difraccion electronica de area selecta (b).

Las imagenes de la Figura 25 corresponden a micrografias de MET de alta resolucion de
un conjunto de AgNPs (Figura 24-a) y de una nanoparticula individual de plata (Figura 24-b).
En ambas imagenes son claramente identificables los planos cristalinos cuyas distancias se
determinaron mediante el procesamiento de las imadgenes usando el software Digital
Micrograph. En todos los casos se obtuvo una distancia d=2.3 A; los planos cristalograficos
empleados en la determinacion de dicha distancia se muestran en rojo. En el recuadro de la
figura 24-b se muestra la imagen correspondiente a la transformada répida de Fourier (FFT) de
la nanoparticula individual de plata. Se observa que la difraccion obtenida corresponde al plano

(111) de la estructura cristalina fcc de la plata.

En la Figura 26, se puede apreciar las nanoparticulas envueltas y estabilizadas por el
extracto que al pasar al modo de transmision (figura de la derecha) se puede observar el interior

donde se logran apreciar las nanoparticulas de plata.
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Figura 25. MET de alta resolucién de un conjunto de nanoparticulas de plata (a) y de una
particula de plata individual (b). En el recuadro de la Figura 24-b se muestra la transformada
rapida de Fourier de la nanoparticula individual de Ag.
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Figura 26. Nanoparticulas de plata envueltas en el extracto de R. hymenosepalus observado por
MEB Yy vista externa de las nanoparticulas recubiertas por extracto (figura de la izquierda). En
la figura de la derecha se aprecia la vista interna de la matriz donde se aprecian nanoparticulas
de plata.
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VL.3. Inhibicién bacteriana por AgNPs y extracto de R. hymenosepalus

En la Figura 27 se puede observar el comportamiento de la cepa de la bacteria V.
parahaemolyticus utilizada en el trabajo ante las diferentes concentraciones de nanoparticulas
de plata. Conforme se aumentd la concentracion de AgNps, existe un retardo en la fase de
crecimiento de la bacteria, haciendo patente el efecto toxico de la sustancia, de tal manera que
a la concentracion de 25 pg/mL de AgNps la bacteria ya no presentd crecimiento. De igual
manera, se observa el mismo comportamiento de la bacteria ante el extracto puro de R.
hymenosepalus. En este caso la concentracion inhibitoria del crecimiento de la bacteria, se
establecio entre 110 ug/mL donde se observa un aletargamiento del crecimiento bacteriano y

330 pg/mL donde no se presenta crecimiento alguno (Figura 28).
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Figura 27. Comportamiento de la cepa de la bacteria V. parahaemolyticus de prueba ante
diferentes concentraciones de AgNPs con extracto de R. hymenosepalus.
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Figura 28. Comportamiento de la cepa de la bacteria V. parahaemolyticus de prueba ante
diferentes concentraciones del extracto de R. hymenosepalus.

VL.3.1 Andlisis de V. parahaemolyticus bajo MET y MEB

El cultivo de la cepa de la bacteria V. parahemolyticus fue tratado con una concentracion de
100pg/ml de AgNPs paralograr observar el mecanismo e interaccion y fijada con gluteraldehido
al 4%, fue procesado para generar cortes ultra finos (<90 nm) en un Ultramicrotome Leica
Reichert Ultracut para ser observados bajo microscopia electronica de transmision. En la Figura
29 se puede observar en el interior de las bacterias la presencia de AgNPs (29 a) en lo que
aparenta ser la membrana celular, mientras que la muestra control (29 b) no se observan

nanoparticulas de plata en su interior.
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Figura 29. Cepas de la bacteria de V. parahaemolyticus tratadas con AgNPs sintetizadas con
extracto de R. hymenosepalus observadas en campo oscuro(a) Bacterias con 100pg/ml de
AgNps (b), Bacterias sin AgNps.

VI1.4. Prueba de supervivencia de nauplios de Artemia franciscana

Las concentraciones que registraron mayor actividad inhibitoria contra la cepa de la bacteria de
V. parahaemolyticus, tanto de AgNPs como del extracto puro de R. hymenosepalus en las
pruebas de placas de 96 pozos in vitro (CMI), para suuso en las pruebas con nauplios de Artemia
estas se duplicaron, esto fue, 45 y 50 ug/mL para nanoparticulas de plata y de 220 y 240 ug/mL
para el extracto puro. Se comprobd que los organismos consumieron los productos
suministrados a través de observaciones periodicas de los mismos con un estereoscopio (Figura
30). Los nauplios de Artemia fueron analizados por microscopia confocal, donde se observo que
la quitina que compone la mayoria de su cuerpo es fluorescente como se observa en la imagen

de fluorescencia (Figura 31).

En un periodo de 18 horas se observd que la mayor parte de organismos presentaron el
material en su intestino. La supervivencia para ambas concentraciones de AgNps fue
ligeramente superior al 88%. Para ambas concentraciones del extracto puro tampoco hubo
diferencias, con una supervivencia superior al 95%. No se encontr6 diferencia significativa entre

los dos tratamientos (P<0.05) (Tabla 4).
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Figura 30. Nauplios de Artemia donde se observa el material de prueba en su region intestinal.
A las 18 horas de experimento se observo la mayoria de la poblacidon con material en su region
intestinal.

Figura 31. Nauplios de Artemia tratados observados bajo microscopia confocal en campo
oscuro, se puede apreciar la fluorescencia debido a la quitina que compone su cuerpo.
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Tabla 4. Resultados supervivencia de nauplios de Artemia en presencia de AgNps y extracto de

Rumex.
Hora Control AgNPs AgNps Rumex Rumex
45 ng/mL 50 pg/mL  hymenosepalus  hymenosepalus
220 pg/ml 240 pg/ml
0 100 100+0 100+0 100+0 100+0
6 100 89.742.2 97.1+£2.5 100+0 100+0
12 100 88.4+0.4 93+2.7 100+0 98.76+2.1
18 100 88.4+0.4 91.4+2.2 98.6+2.3 98.7+2.1
24 100 88.4+0.4 91.4+2.2 97.3+4.6 97.5+4.2

VLS. Retos bacterianos experimentales con postlarvas de camaron

VL5.1. Reto bacteriano preventivo en postlarvas de camarén

En el experimento preventivo, primero se trataron las postlarvas con los elementos inhibidores
y posteriormente se procedio a la infeccidon de los organismos. En el tratamiento control donde
se utilizd6 AgNps y el Extracto de Rumex, asi como postlarvas sin elementos inhibitorios, todos
sin infectar, se obtuvo un 100% de supervivencia, a excepcion del control, que presentd una
supervivencia de aproximadamente 95%. No se encontrd diferencia significativa entre los

tratamientos (P<0.5) (Figura 32).

Una vez que las postlarvas fueron tratadas con los inhibidores bacterianos se sometieron
al reto de infeccién con V. parahaemolyticus. Los resultados del experimento se pueden
observar en la Figura 33. Se registré una supervivencia para el tratamiento con extracto de
Rumex de 92.1%, AgNps con 87.5% y para el control de 58.3% a las 24 h de experimentacion.
No se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos de nanoparticulas y Rumex,

pero si entre el tratamiento de Rumex y el control.
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Figura 32. Supervivencia de postlarvas de camardn con tratamientos de AgNPs y extracto de
Rumex y control sin infectar, durante 24 horas.
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Figura 33. Supervivencia de postlarvas de camaron después 24 horas de infeccion con la bacteria
V. parahaemolyticus con tratamientos previos de AgNPs, extracto de Rumex y control.
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VL.5.2. Reto bacteriano correctivo en postlarvas de camaron

En el experimento correctivo, las postlarvas fueron primeramente infectadas con la bacteria V.
parahemolyticus y posteriormente alimentadas con nauplios de Artemia tratados previamente
con AgNPs y extracto de Rumex por separado. El grupo control (sin tratamientos/sin infeccion)

present6 una supervivencia del 100% (Figura 34).

Las postlarvas tratadas post infeccion con nauplios de Artemia alimentados con AgNPs,
presentaron una supervivencia promedio de 87.5% a las 18 horas y 75% de supervivencia a las
24 horas; mientras que las que recibieron nauplios de Artemia con Rumex, alcanzaron una
supervivencia promedio del 100%. El grupo control, que recibié nauplios de Artemia sin
tratamiento, presentd una supervivencia promedio del 100% en las 24 horas del experimento

(Figura 35). No se encontraron diferencias estadisticas (P<0.05)
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Figura 34. Supervivencia de postlarvas de camardn sin infeccion de V. parahaemolyticus con
AgNps, extracto de Rumex y control.

46



Camarén correctivo con Vibrio parahaemolyticus

[C_1AoNps [ Rumex hymenosepalus [l Control

100
O\Q —t
o
o
c
o
=
c
S 50
Q
=
[7p]

0

0 6 12 18
Tiempo (Horas)

Figura 35. Supervivencia de camaroén infectado con V. parahaemolyticus con AgNps, extracto
de Rumex y control.

VI.5.3. Observacion de muestras de camaron por MET, MEB y espectrometria de dispersion

de energia de rayos X (EDS)

De los organismos fijados con Gluteraldehido al 4%, que fueron previamente tratados con
nanoparticulas e infectados con V. parahaemolyticus, se realizaron cortes finos por microtomo
de la region del hepatopancreas e intestino. Estos cortes fueron preparados y sometidos al
analisis por microscopia electronica de transmisiéon (MET) y por espectrometria de dispersion

de energia de rayos X (EDS).

En la mayoria de las muestras de tejidos analizadas por MET no se observaron
nanoparticulas de plata insertas en ellos. De la misma manera, el andlisis por EDS no mostr6 la

presencia del elemento plata.

Sin embargo, en una muestra de hepatopancreas se pudo detectar la presencia de plata

mediante EDS acoplado a un microscopio electronico de barrido (Figura 35). En la figura se
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pueden observar puntos verdes que indican el lugar donde se localiza el elemento plata, aunque
se observo una baja presencia en el tejido. Para intentar localizar las nanoparticulas de plata en
el tejido anterior, se amplifico el area de interés de la muestra donde se detectd el elemento plata,

utilizando un microscopio electronico mas potente (MET de alta resoluciéon JEOL 2010F), sin

embargo, no fue posible observar la presencia de nanoparticulas de plata como tal.

Figura 36. Corte de hepatopancreas de camardén con nanoparticulas e infectado con V.
parahaemolyticus observado bajo microscopia electrénica de barrido y aplicando EDS. a) Area
seleccionada donde se llevo acabo el EDS. b) Los puntos verdes indican la presencia del
elemento plata en el tejido.
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VIL DISCUSION

VIIL.1. Extracto

El extracto de raizde R. hymenosepalus adquirida comercialmente, se contrastd en el UV-Vis
junto a R. hymenosepalus obtenida del medio silvestre en Imuris, Sonora para observar

diferencias en las bandas de UV (Figura 19).

Ambas bandas presentan un similar comportamiento, pero se puede observaren la region
de 300 a 350 nm de longitud de onda un ligero incremento en la banda de Rumex “fresca” o
silvestre (Figura 19), la expresion de la banda puede estar asociada al compuesto t-resveratrol,
un compuesto polifendlico, conocido por su capacidad antioxidante y actividades
antimicrobianas, que sumayor pico se expresa de 305 a 330nm (Kolouchova et al., 2004) y que

pudo verse disminuido en la muestra comercial por efecto de manejo y almacenamiento.

VIIL.2. Espectroscopia IR de Extracto de R. hymenosepalus y AgNPs

El espectro IR de las AgNPs es similar al IR del extracto de R. hymenosepalus (Figura 20), atin
después de que las nanoparticulas fueron sometidas a un protocolo de limpieza para remover el
extracto excedente, lo cual confirma que las nanoparticulas son estabilizadas por las moléculas
polifenolicas que participan en la reduccion de los iones de plata. En el espectro IR de las
nanoparticulas de plata el pico centrado alrededor de 1650cm™ es mas intenso que en el extracto.
Algunos autores reportan picos del grupo carbonilo (C=0) entre 1620cm™ y 1690cm’!
(Satyavanni, 2011; Majumdar, 2013), de tal forma que este incremento en la intensidad de la
sefal puede ser atribuida a la presencia de quinonas generadas por la oxidacion de las moléculas
polifenolicas del extracto Rumex en la reaccion de sintesis de las nanoparticulas como se ilustra

en la Figura 5.

El-Shahaby y colaboradores (2013), reportan la sintesis de nanoparticulas de plata
empleando extractos de R. dentatus. Las nanoparticulas reportadas en este trabajo son de
tamafios comprendidos entre Snm y 30nm, ademas el maximo de labanda de absorcion asociada
a las nanoparticulas de plata se ubica en 460nm a diferencia de los 415nm que obtenemos en

nuestra sintesis, lo cual confirma que nuestras nanoparticulas poseen tamafios mas pequefios
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(2nm-10nm). Lo anterior puede deberse a los tipo de compuestos presentes en los respectivos
extractos, pues en el caso de la R. hymenosepalus, cuyos extractos son obtenidos de la raiz de la
planta, las principales moléculas antioxidantes reportadas son catequinas (EC, ECG y EGCQG) y
estilbenos (t-resveratrol glicosado) (Rodriguez et al., 2013), mientras que en el caso de la R.
dentatus, el extracto empleado por El-Shahaby y colaboradores, proviene de la parte aérea de la
planta donde sobresalen los compuestos fendlicos reportados en la Figura 37 y en los cuales los
grupos hidroxilos potencialmente reductores, no son tan abundantes como en el caso de las

catequinas cuyas estructuras quimicas se muestran en la Figura 38.

CH:OH CH-OH
OH
OH O OH O OH O B 0 OH O

HO HO

(C

OCH,

(a) (b) (c)

Figura 37. Estructura quimica de los tres principales compuestos fenolicos en el extracto de la
parte aérea de R. dentatus (El-Shahaby et al., 2013).
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EC t-resveratrol
glicosado

Figura 38. Compuestos polifendlicos mas abundantes en el extracto de R. hymenosepalus,
Epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina galato (ECG), epicatequina (EC) y t- resveratrol
glicosado (Rodriguez et al., 2013).

La Figura 39 muestra el espectro Infra-Rojo correspondiente a los extractos de R.
hymenosepalus y R. dentatus donde puede apreciarse la presencia de las mismas bandas pues
los grupos fendlicos caracteristicos en cada extracto presentan los mismos enlaces quimicos y
grupos caracteristicos (-OH, C-H, C=0, C-O-C). En particular sobresale una absorcion mas
intensa en el extracto de R. dentatus cercano a los 1640-1650 cm’!; lo anterior coincide con lo
reportado por Kota et al. 2017, quienes reportan una banda intensa centrada en 1637 cm™! para
un extracto acuso de hojas de R. acetosa la cual atribuyen a flexiones del enlace N-H lo cual
puede asociarse a la presencia de proteinas en los extractos de hojas y ausentes en el caso del

extracto de raiz la R. hymenosepalus.
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Figura 39. Comparacion IR de R. hymenosepalus y R. dentatus. (Figura modificada de El-
Shahaby et al., 2013; Rodriguez et al., 2013)

VIL3. Sintesis de nanoparticulas

Las particulas de plata sintetizadas con el extracto de R. hymenosepalus son de los tamafios
apropiados para lograr un efecto bactericida notable, pues de acuerdo con Agnihotri et al.
(2014), se requieren nanoparticulas menores a 15 nm para lograr la inhibicidn bacteriana. En
particular, recientemente se ha demostrado que el sistema de nanoparticulas de plata obtenidas
con extractos de Rumex presentan efectos inhibitorios en bacterias gram positivas y negativas
(Rodriguez et al., 2017); ademas se demostrd que la nanoparticula forma en realidad un sistema
compuesto extracto-nanoparticula. Este hecho parece evidenciarse en nuestro caso como lo

muestra la micrografia 26, donde se observa a las nanoparticulas inmersas en una matriz que
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aparentemente corresponde al extracto de R. hymenosepalus. Lo anterior respaldan los
resultados de espectroscopia UV-Vis e IR, donde el sistema de nanoparticulas presentd, atn
después de someterse a un proceso de limpieza, sefiales correspondientes al extracto, por lo que
podemos establecer que también en este caso las nanoparticulas se encuentran acomplejadas al
extracto de Rumex, lo que favorece la estabilidad del sistema (Figura 26) al formar un composito

nanoparticula-extracto, lo que puede mejorar la sinergia de la actividad bactericida.

VIl1.4. Inhibicion bacteriana

Las nanoparticulas de plata que se sintetizaron a base del extracto R. hiymenosepalus, junto con
el extracto de la planta presentaron capacidad inhibitoria bacteriana. Aun cuando en la mayoria
de los estudios se reportan ensayos por difusion de disco o el ensayo de pocillo en pruebas
antimicrobianas (Kumar et al., 2012). Al inicio de este trabajo se intentd realizar la CMI
mediante ensayo de pocillo, pero el uso de lector de placas presentd una mayor sensibilidada la
actividad que tienen las diferentes concentraciones de los agentes utilizados, es por lo tanto que
se decidio utilizar este estudio para determinar la concentracién minima bactericida. En el 2017
Palanisamy y colaboraores probaron nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de
Spirulina para control de Vibrio parahaemolyticusy realizaron las pruebas de inhibicion por el
método del pocillo, encontraron que la concentracion de nanoparticulas correspondientes a
25ug/mL, 50pg/mL y 75ug/ml presentaron el mismo halo de inhibicion, sin diferencia entre
ellas. Asi mismo, el extracto de la planta Spirulina usada para sintetizar las nanoparticulas no

presento inhibicidn sobre V. parahaemolyticus.

Vaseeharan et al. (2010), probaron distintas concentraciones de nanoparticulas de plata
contra Vibrio harveyi, y encontraron que a 35ug/mL no hubo crecimiento de la bacteria. Este

valor es superior al encontrado en nuestro estudio de 25pug/ml (Figura 27).

VILS. Toxicidad sobre nauplios de Artemia franciscana

En la literatura revisadano se encontraron registros del uso de nauplios de Artemia como vector
de nanoparticulas, aun asi, existen trabajos donde se ha utilizado como modelo para evaluar la

toxicidad de nanomateriales. Wang ef al. (2017), evaluaron la toxicidad de nanoparticulas o-
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Fe203 en Artemia salina (Figura 40), Ellos reportaron mortalidades del 20% a una
concentracion de 50mg/L, similares a las encontradas en nuestro trabajo con el 10% de

mortalidad a las 24 horas de la prueba de toxicidad de Artemia con 50pg/mL.

instar Il

0 25 50 100 200 400 600
Fe>O4 concentration (mg/L)

Figura 40. Artemia con intestino lleno (izquierda) y tasa de mortalidad en base a concentracion
de nanoparticulas (derecha).

En el trabajo de Latha et al. 2016, se evalud la toxicidad y efectividad de nanoparticulas
de plata sintetizadas con Adathoda vasica, poniendo a prueba Artemia contra la bacteria V.
parahaemolyticus, 1os autores reportaron que en sus resultados a las 24 h en el caso de las

nanoparticulas (50 mg/mL) presentaron una sobrevivencia debajo de 75% en artemias.

VIL6. Retos bacterianos experimentales con postlarvas de camaron
VIL.6.1. Retos bacterianos preventivo y correctivo en postlarvas de camaron

Este trabajo es un primer intento para transferir nanoparticulas hacia larvas de camaron por
medio de nauplios de Artemia, lo que representa una aproximacion sin antecedente. Existen
trabajos con otras especies de camaron y de tallas mas grandes como el reportado por

Vaseeharan et al. en el 2010, quienes sintetizaron nanoparticulas de plata con extracto de hojas
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de t¢ como agente reductor y utilizaron los nanomateriales para controlar la vibriosis causada
por V. harveyi. Con concentraciones bacterianas iguales a las nuestras, probaron 5y 10 pg/ml
de AgNps y registraron una mortalidad >50% durante las primeras 14 horas después del

tratamiento de nanoparticula.

Nuestro experimento se realizé alimentando al camar6n el mismo dia con artemia que
acarreaba nanoparticulas de plata y Rumex previo (preventivo) y posterior a la infeccion
(correctivo) con V. parahaemolyticus. En nuestro estudio de 24 horas no existié mortalidad hasta
las 18 horas de infectado el camardn. Esto puede deberse a que las propiedades de las
nanoparticulas sintetizadas por el citado trabajo sean diferentes al nuestro; sin embargo, es
importante considerar que el organismo hospedero y el patdogeno eran de especies diferentes a

las utilizadas en este trabajo.

Acedo y colaboradores publicaron en el 2017 un trabajo donde probaron el efecto de
nanoparticulas de plata que fueron sintetizadas usando como agentes reductores la planta de t¢
verde (Camellia sinensis) combinada con hojas de arbol de neem (Azadirachta indica);
Evaluaron el uso de sus AgNps contra la hepatopancreatitis necrotizante en L. vannamei,
probaron concentraciones de 5 y 35ug/ml de nanoparticulas de plata, siendo la de mayor

concentracion ultima donde reportaron una sobrevivencia de 100%.

VIL.6.2. Observacion de muestras de camarén MET, MEB y espectrometria de dispersion de
energia de rayos X (EDS)

Con el desarrollo de los nanomateriales y su uso en sistemas bioldgicos, la microscopia
electronica se ha aplicado para observar la interaccion de los nanomateriales con tejidos
biologicos. Para ello como en la preparacion de muestra de tejido biologico para MET se
muestra, s necesario que se prepare en inicio la muestra bioldgica en una resina que la haga
compatible con el alto vacio del microscopio y a su vez es necesario teilir los organulos celulares

para que sea posible observarlos bajo MET.

Al momento de observar los tejidos por microscopia electronica de barrido, se observaron
elementos con caracteristicas semejantes a las AgNPs, al desprender un brillo o un punto blanco

(Figura 41) sin embargo, al realizar el analisis mediante EDS solo dio como resultado la
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presencia del elemento osmio. Este elemento forma parte del compuesto tetradxido de Osmio

(Os0s4), utilizado para tefiir las muestras durante la preparacion para MET.

EL osmio tiende a reaccionar con enlaces dobles C=C, esto quiere decir que actiia sobre
lipidos insaturados, y diversos grupos funcionales que tienen las proteinas, por lo tanto, logra
ingresar intramolecularmente entre proteinas y lipidos insaturados. Sumandose la capacidad de
oxidar plata metalica y por lo tanto acelera la disolucion de la plata, disgregando la nanoparticula
de plata y provocando la creacion de “artefactos” que se forman durante los métodos de
preparacion de muestras bioldgicas que tuvieron interaccion con nanoparticulas de plata (Chen,
2016). Se debe considerar que la busqueda de nanoparticulas de plata en el tejido del camaron
no era el objetivo principal del proyecto y la concentracion administrada tal vez es muy baja
para que logre ser detectada en el organismo. También se debe considerar que los cortes
realizados y observados al final son de 90nm, si buscamos en un cuadro de tejido de 2mm x
2mm, siendo estos 4mm?, se estd hablando de 4 000 000 000 000 nm’ de los cuales realizamos

un corte de un grosor de 90nm.

»

UTSA 10.0kV 0.0mm x3.46k DF(55) 10.0um

\

Figura 41. Corte ultrafino (80nm) de intestino de camaron tratado con AgNps visto bajo MEB
con puntos brillantes o blancos que pueden dar falsos positivos de AgNps.
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VIII. CONCLUSIONES

VIII.1. Extracto

La obtencion del extracto fue exitosa, y aun cuando para esta investigacion se utilizd Rumex
hymenosepalus obtenida comercialmente, el UV-VIS nos mostr6 que no cambia mucho en

comparacion al extracto de R. hymenosepalus obtenida fresca en el campo.

VIIL2. Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de nanoparticulas de plata utilizando Rumex hymenosepalus es posible, y las

nanoparticulas que se obtienen como producto se encuentran entre los tamafios deseados.

VIIL.3. Inhibicion bacteriana

La evaluacion in vitro de la efectividad de las nanoparticulas de plata y del extracto de Rumex
hymenosepalus nos pudo confirmar que la concentracién misma inhibitoria de las nanoparticulas
de plata era alrededor de 25 pg/ml, siendo concentraciones menores a esta no fueron efectivas
contra el crecimiento de la bacteria, a su vez se observo que la concentracion del extracto de

Rumex hymenosepalus recorriala fase lag de la bacteria conforme el aumento de esta.

VIIL.4. Toxicidad y acarreamiento Artemia franciscana

La Artemia franciscana mostrd tolerancia a las nanoparticulas de plata y extracto de R.
hymenosepalus al presentar alta sobrevivencia; de igual manera, funcion6 como vector de las
nanoparticulas y el extracto de R. hymenosepalus parallevar los tratamientos al camarén blanco.

Por lo que se puede considerar como buen vector para llevar el nanomaterial a los organismos.
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VIILS. Evaluar los efectos inhibitorios de las nanoparticulas de plata y R. hymenosepalus

sobre camarones infectados con V. parahaemolyticus

En los camarones tanto preventivo y correctivo que se les administro el tratamiento y no fueron
infectados por Vibrio parahaemolyticus, se registrd una supervivencia completa 100%, bajando
un poco en el control de la preventiva. En cambio, en el experimento preventivo los camarones
que fueron infectados, si presentaron a las 24 horas una baja en la supervivencia en el caso de
los que fueron tratados con nanoparticulas de plata, extracto de Rumex y el control. Presentando
el control lamayor bajaen la supervivencia, seguida de las nanoparticulas, para dejar al extracto
de Rumex como el tratamiento que registro mayor sobrevivencia en el experimento preventivo.
A su vez, al realizar un andlisis ANOVA vy un test de Tukey present6 diferencias significativas

entre el extracto y el control.

En el caso del experimento correctivo de 24 horas, solo se registré una baja en la

sobrevivencia en los camarones tratados con nanoparticulas de plata.

Se buscd la presencia de nanoparticulas de plata en tejido de camaréon mediante
microscopia electronica de transmision, microscopia electronica de barrio y realizando EDS,
aun cuando el EDS mostraba presencia de plata, no fue posible detectar nanoparticulas de plata

en el camardn mediante microscopia.
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IXRECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo y con la finalidad de mejorar

trabajos posteriores, se superen las siguientes recomendaciones:

e Realizar estudios para aislar y purificar los compuestos en el extracto de Rumex
hymenosepalus, determinar los compuestos en el extracto que tienen efecto bactericida
y que son los principales agentes reductores que intervienen en la formacion de las
nanoparticulas.

e Realizar un estudio comparativo con Rumex hymenosepalus silvestre para utilizarlo
como reductor en la sintesis de AgNps y caracterizarla mediante MET y comparar
también su efecto microbicida.

e Realizar andlisis de biologia molecular para evaluar expresion de genes especificos en
bacterias, artemia y camarones.

e Contrastar la actividad de las nanoparticulas de plata sintetizadas con Rumex contra
nanoparticulas comerciales y nitrato de plata.

e Realizar los bioensayos en camarones de diferentes tallas.
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Anexo 1

Protocolo de obtencion de extracto de Rumex hymenosepalus (completa)

Se obtiene de manera comercial raiz de Rumex hymenosepalus.

Las rodajas de raiz fueron cortadas de aproximadamente 0.5 cm de espesos con
didmetros de 1 a 2 cm.

Se depositd 15 g de rodajas en 1000 ml de una mezcla etanol/agua en proporcion 70/30
vol/vol en un frasco color ambar herméticamente sellado.

Se cubrid el frasco con papel aluminio y se dejo en un lugar lejos de la luz durante 3
semanas.

Mediante decantacion se separd la parte liquida.

Se filtr6 la solucion empleando papel filtro Whatman grado 40.

Se filtrd con una jeringa con un filtro Acrodisc de 200 nm acoplado.

Protocolo de sintesis de nanoparticulas

1.

Se prepar6 una solucion de 0.01 M de nitrato de plata (AgNO3) empleando agua ultra
pura (18.2MQ) a 25°C.

En un frasco de vidrio transparente de 100 mL se agregaron 4mL de extracto de Rumex,
2ml de la solucion de AgNOs a 0.1M y 16mL de agua ultrapura.

El frasco con la mezcla se colocé en el exterior durante una hora expuesto directamente
a la luz del sol.

El frasco se rotd sobre su eje cada 15 minutos para recibir una iluminacion lo mas
homogénea posible.

Se retir6 la mezcla de la iluminacion y se coloco por partes iguales en dos tubos Falcon
de 15 mL.

Se retiraron 0.5 mL de cada tubo para caracterizacion de nanoparticulas.

Se sonico las nanoparticulas de plata.

Se centrifugaron las nanoparticulas de plata por 30 minutos a 6,000 rpm.

66



9.

Se retir6 sobrenadante y los s6lidos precipitados se suspendieron en 10 mL de alcohol.

10. Se soénico el contenido de los tubos por 10 minutos.

11. Se centrifugaron las nanoparticulas de plata por 30 minutos a 6,000 rpm.

12. Los solidos recuperados se dejaron secar por 24 horas en un desecador conectado a una

bomba de vacio.

13. Los polvos se pesaron y se suspendieron en ImL de agua ultrapura para su uso en las

pruebas.

Protocolo de aplicacion de tratamientos in vitro a Vibrio parahaemolyticus

A

Se depositd 50 pl de medio Mueller Hinton Broth en un pocillo de una placa de 96 pozos.
Se depositd 30 pl de tratamiento.

Se depositd 20 pul de inoculo de bacteria de Vibrio parahaemolyticus.

Se colocd en un equipo lectora de placas SYNERGYHTX con temperatura controlada
de 30 °C.

Se configuro la lectora de placas para realizar lecturas a una longitud de onda de 540
cada 15 minutos durante 24 horas, realizando en el equipo una agitacion linear de 5
segundos previo a lectura.

Se obtuvieron 97 lecturas de datos después de 24 horas y se graficaron con software

OriginPro 8.6.

Protocolo toxicidad en Artemia franciscana

1.

Se coloco a eclosionar 0.1 g de quiste de Artemia franciscana en un volumen de 100 ml
con agua de mar 35 ppt previamente esterilizada y filtrada.

Se coloca aireacion con una bomba adaptada con una jeringa.

Se dejo eclosionando bajo luz blanca y una temperatura de 29 °C por 24 horas.

Se recolectd 1 ml por triplicado para tener una media de organismos eclosionados por
mL.

Se dejo durante 12 horas hasta alcanzar el estadio adecuado.
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10.

Se depositaron en promedio 25 artemias por placa petri en un volumen de 6mL en placas
de 6 pozos con concentraciones de 44 y 50 pg/ml de nanoparticulas de plata, 220 y 240
ng/ml de extracto de Rumex hymenosepalus.

Se dejo durante 24 horas en una incubadora con temperatura controlada a 29°C con
exposicion a luz blanca.

Se contabilizo la sobrevivencia de artemia cada 6 horas.

Se procesaron los datos utilizando OriginPro 8.6

Cada experimento se realiz6 por triplicado.

Protocolo de administracion de tratamientos a camarones.

10.
11.

12.

Los organismos llegaron en postlarva 15 aclimataron por 5 dias en instalaciones del
DICTUS.

Se prepar6 la eclosion de artemia 48 horas antes de iniciado el experimento.

Se alimentaron artemias durante 18 horas con los tratamientos previos a usarlas como
alimento del camaron.

Se calcularon 50 artemias por camaron.

Se colocaron las postlarvas de camardén en vasos de precipitado de 500 mL con un
volumen de agua de mar 35 ppt esterilizada previamente.

Se administraron las artemias con el tratamiento a las postlarvas de camaroén.

4 horas alimentdndose de las artemias, las postlarvas de camaron se trasladaron a
matraces con un volumen de 300 mL conectados a un sistema de aireacion.

Se administré una concentracion bacteria para que quedara 10° cel/mL, de la bacteria
Vibrio parahaemolyticus en cada matraz.

Se realizd cada tratamiento por triplicado, teniendo un total de 18 matraces.

Se contabilizo la sobrevivencia de la postarva del camaron cada 6 horas durante 24 horas.
Finalizado el experimento se recolectaron postlarvas de camarén fijados en solucion de
gluteraldehido al 4% para ser observados por microscopia electronica de transmision.

Se realizaron analisis estadistico mediante el software OriginPro 8.6
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Protocolo de preparacion de tejido para TEM (Schrand et al., 2010)

1.

10.

11.
12.
13.
14.

*Nota:

Se colocaron los camarones sobre una placa petri, se realizaron cortes y fueron retirad os
hepatopancreas e intestino para ser colocados en tubos eppendorf de 2.0 ml con PBS
(Phosphate-buffered saline).

Se realizaron 2 lavados de PBS de 15 minutos cada uno a cada muestra.

Se retir6 el PBS y se agregd una solucion de tetraoxido de osmio (OsOs4) al 1% durante
una hora.

Se retird solucion de osmio y se realizaron 2 lavados de 15 minutos con PBS para retirar
el exceso de la solucion de osmio

Se retir6 PSB y se realizd una serie de lavados con etanol con concentraciones de
25,50,75,95,100 y 100%* por 15 minutos cada uno.

Se recogieron 20 pl de muestra para colocarse sobre una rejilla de cobre de 3 mm de
diametro recubierta de carbono y se dejo secar 2 horas observarse en MEB.

Se retir6 el alcohol y se realizaron 2 lavados de 15 minutos con 6xido de propileno.

Se retird el 6xido de propileno, y se depositd durante una hora una mezcla 50:50 de
oxido de propileno con resina LX-112.

Se retir6 la mezcla 50:50, y se agrego6 resina LX-112.

Se transfiri6 la muestra a capsulas beem donde se agregd resina LX-112 con un DMP-
30 como catalizador.

Se meti6 aun horno a 60 °C por 48 horas

Se extraen y rompen las capsulas beem con la resina sélida.

Se llevo el beem de resina a un Ultramicrotomo.

Se empezo6 realizando cortes de un grosor de 1.2 micras de la muestra, al llegar a 80nm

de grosor se coloca sobre una rejillade cobre recubierta de carbono de 3 mm de didmetro.

Considerando de base alcohol al 96% como 100%
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Protocolo preparacion para 15mL de resina LX-112

DDSA (Anhidrido dodecenil succinico) 24¢
NMA (Anhidrico methilo nadic) 45¢g
LX-112 8.1g

DMP-30 0.14 mL

Tris(dime thylaminomethyl) phenol
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