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RESUMEN

La creciente produccion y utilizacion de las nanoparticulas de plata (AgNP) por sus eficientes propiedades
biocidas llevan a su liberacion en los ambientes en cantidades desconocidas, siendo los sistemas acuaticos
los sumideros finales. El objetivo general de este estudio fue comprender los mecanismos de toxicidad de
las AgNP en organismos acuaticos. Para ello, llevamos a cabo ensayos in vivo y ex vivo (branquias) con
peces de agua dulce y moluscos marinos. Se seleccionaron concentraciones de AgNP bajas y ambiental-
mente relevantes a partir de un stock comercial de nanoplata coloidal (Nanotek S.A., nanArgen®).

Un primer ensayo consistié en la exposicién in vivo de juveniles de peces Porchilodus lineatus (sabalo)
a: 0 (control); 2.5 y 25 pug AgNP L (renovaciones cada 48 h) durante 5 y 15 dias. La acumulacién de Ag
total en los tejidos aumentd ante ambas concentraciones y tiempos de exposicidén segun la siguiente
secuencia: higado>branquias>intestino>cerebro. El indice hepatosomatico de los peces aumenté luego
de ambos tiempos de exposicidn en el caso de la concentracién de 25 pug AgNP L. Después de 5 dias,
aumento la cantidad de glébulos rojos, los niveles de concentracion media de hemoglobina corpuscular
y la cantidad de monocitos; mientras que pasados los 15 dias de exposicidn aumenté la cantidad de
glébulos blancos y monocitos, y disminuyeron la hemoglobina corpuscular media y la cantidad de linfo-
citos. En el mucus aislado de la superficie corporal de los peces expuestos por 15 dias a ambas concen-
traciones de AgNP, se observd una disminucién de la cantidad de unidades formadoras de colonias de
bacterias. En cuanto a los marcadores de estrés oxidativo, en el higado de los peces hubo un aumento
de todas las enzimas antioxidantes y disminucidn de la capacidad antioxidante luego de 15 dias. Con-
trariamente, en las branquias se evidencié una inhibicidn de todas las enzimas luego de 5 dias a 25 ug
AgNP L%, y peroxidacion lipidica (LPO) a los 15 dias de exposicién. Ademads, luego de la exposicién a la
mayor concentracién de AgNP se observaron alteraciones en los marcadores de costo energético: la
glucosa y proteinas (Prot) plasmaticas aumentaron luego de 5 dias, y el glucégeno hepatico y muscular,
y las Prot del musculo después de 15 dias. Por otro lado, el analisis histoldgico de las branquias de los
sabalos revelé una mayor cantidad de histopatologias y proliferaciéon de células mucosas luego de 15

dias a 25 pug AgNP L%, lo cual sumado a la alteracién de enzimas transaminasas deja en evidencia un
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severo dafio de este érgano vital. Por ultimo, se llevd a cabo un analisis multivariado que brindé una
visién holistica de los resultados, y claramente separd y demostré un perfil fisioldgico diferente de los
peces expuestos a 25 ug AgNP L por 15 dias. Ademas, ordend los ejemplares segun los diferentes tiem-
pos de exposicion.

Por otra parte, se llevé a cabo un ensayo ex vivo con branquias de juveniles de peces Piaractus mesopo-
tamicus (pacu) y adultos de Corydoras paleatus (quitasuefios) para exponerlas (medio de solucién sa-
lina) a AgNP y AgNOs. Se analizaron biomarcadores de estrés oxidativo, y mitigaciones de los mismos
cuando estaban presentes acidos humicos (AH) en el medio. Los tratamientos fueron: solucidn salina
(control); solucién salina + 10 mg AH L (control AH); 100 pg AgNP L; 100 ug AgNP L™ + 10 mg AH L'}
100 pg AgNOs L' 100 pug AgNOs L + 10 mg AH L. Luego de 1 h de exposicidn, en las branquias de pacu
hubo un aumento de la actividad de la enzima antioxidante Catalasa en los tratamientos con AgNP y
AgNO:s. En las branquias del quitasuefios se vieron disminuidos los niveles de glutatién y la actividad de
la enzima Glutatién-S-transferasa (GST) en el caso de la exposicidon a AgNOs, y también aumentaron los
niveles de LPO luego de la exposicién a AgNP. Todos los efectos fueron atenuados cuando estaban pre-
sentes los AH en el medio.

Por ultimo, se desarrollé un ensayo in vivo con el molusco marino Mytilus galloprovincialis como orga-
nismo test, el cual fue expuesto a: 0 (control), 1 ug AgNP L'y 10 ug AgNP L (renovaciones cada 24 h)
durante 96 h. Los resultados demostraron un aumento en la acumulacién Ag en el tejido blando del
bivalvo. Los hemocitos revelaron una disminucion de la estabilidad de las membranas lisosomales luego
de ambas concentraciones de AgNP, y un aumento de la frecuencia de micronucleos. En la glandula
digestiva se evidencié un aumento de la actividad enzimatica de GST y de los niveles de LPO. Los niveles
de metalotioneinas aumentaron en caso de la exposicién a 10 ug AgNP L. Por ultimo, los transporta-
dores en las membranas ABC de las células de las branquias se vieron inhibidos en el caso de la menor
concentracién de AgNP.

Dado que la produccién, uso y liberacion creciente de AgNP son una amenaza real y emergente en los
ecosistemas de agua dulce y marinos, lainformacidn generada en esta tesis representa un valioso aporte

para propésitos de regulacién y control ambiental.

ABSTRACT

FALTA TITULO EN INGLES
By The growing production of silver nanoparticles (AgNP) inevitably leads to their release in environ-
ments, where the aquatic ones always constitute the final sinks of these emergent substances. The main
objective of this thesis was to understand the toxicity mechanisms of AgNP in aquatic organisms. For

this purpose, assays were carried out using different biologic models (freshwater fish, marine mussels)
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and kind of assays (in vivo, ex vivo gills). The AgNP were capable of been absorbed by organisms and
accumulate in their tissues in a dose and time-dependent way. In fish, different toxic effects were reg-
istered such as oxidative stress generation in several tissues, alteration of hematological and immuno-
logical parameters, and energetic reserves mobilization. In mussels, besides, destabilization of hemo-
cytes, metallothionein induction, genotoxicity, and damage in membrane transporters were evidenced.
On the other hand, it has been demonstrated that toxic effects generated by AgNP could be attenuated
when humic substances are present in the media. Overall, this thesis provides an integrative vision of
the main toxicity mechanisms of AgNP in aquatic organisms. In this way, the information generated is
relevant in order to contribute to the control and regulation goals, with the aim of protecting the envi-

ronment and achieve the sustainability of the nanotechnology industry.
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