UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas

Tesis para la obtencién del Grado Académico de Doctor en Ciencias Biolégicas

“M ECANISM OS DE TOXICIDAD DE NANOPARTICULAS DE PLATA
EN ORGANISM OS ACUATICOS”

Analia Ale

Directora: Dra. Jimena Cazenave

Co-director: Dr. Fernando Roman de la Torre

Lugar de realizacion: Instituto Nacional de Limnologia

(INALI-CONICET-UNL)

- 2018 -



AGRADECIM IENTOS

Deseo agradecer profundamente a la Universidad Nacional del Litoral por brindarme
los espacios y recursos necesarios para transitar mi carrera universitaria. A la Facultad
de Humanidades y Ciencias, para obtener mi titulo de grado de Licenciatura en
Biodiversidad, y a la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas para transitar la

carrerade posgrado de Doctorado en Ciencias Biolégicas.

Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas, por otorgarme la beca

que me hizo posible dedicarme a mistareas académicasy llegar a esta instancia.

Al Instituto Nacional de Limnologia, por brindarme el lugar de trabajo para desarrollar
no sélo este proyecto, sino otros en los que tuve la suerte de participar desde que era

estudiante de grado.

Al jurado, por su tiempo, interés y dedicacién para evaluar esta tesis. En especial a
Fernanda Simoniello, por su dedicacién como consejera de estudios desde los inicios

de la misma.

A lo mas valioso que tuve transitando la carrea: el grupo humano. A mis directores:
Jmenay Fernando. Jme, gracias por ser mi mentora académica y emocional durante
todos estos arios, por confiar en mi y darme tantas oportunidades desde que era
alumna de grado. Por tu humildad, calidad humana, buena predisposiciéon y paciencia
te admiro como persona y profesional, y aprendo todos los dias de tu ejemplo. Fer,
gracias por ayudarme a abrir la cabeza con la experiencia nueva que fue trabajar con tu
equipo, por tu paciencia, por compartirme tus conocimientos, por los momentos de
risas vividos y también por alguna que otra pelea amistosa. También les agradezco
inmensamente a otros mentores no oficiales en papeles. Carla, gracias infinitas por tu
apoyo, amistad y carifo. Sempre fuiste y vas a ser un pilar emocional y académico
para mi, en los buenos momentos, y los malos también que se diluyen por los millones
de mates lavados compartidos en el box. Andrea, gracias por ser tan importante todos
estos anos, por tu humildad, buena predisposicion, paciencia y buena onda “para
adelante” de siempre. Mirta, gracias por todos estos afnos, por las palabras de aliento,

las charlas, los mates y estar siempre predispuesta a ayudarme. Celeste, gracias por tu



espiritu “de maquinita” superador, ser tan eficiente, tan predispuesta en ayudarme
cuando lo necesité, y a la vez por compartir una linda amistad que se formé

rapidamente.

Al Laboratorio de Ictiologia, en donde cada uno de sus integrantes fue de gran aporte
para llegar a este momento. Por la paciencia, la sana convivencia, su ayuda y

momentos compartidos.

A COIMBRA Group, por el otorgamiento de la beca que hizo posible la maravillosa
estancia en ltalia. A la Universita degli Studi di Siena y a todos los integrantes del
Dipartimento Scienze fisiche, della Terra e del’ambiente por brindarme el lugar de
trabajo y los recursos necesarios. Especialmente agradezco a mi directora llaria Corsi y

a mi compariera Giulia Liberatori, por su dedicacion, pacienciay carino tan ameno.

A todos los que colaboraron para la produccién de esta tesis: Gerardo Lépez (Nanotek
S.A.) por facilitarnos las nanoparticulas de plata; a Martin Desimone y Juan

Galdoporpora (IQUIM EFA-UBA-CONICET) por las caracterizaciones de las mismas.

A mi familia: mama4, pap4, Eli y Toto, mi cufiado Guille, tios, primos, mi abuela y mi

tata, Marcosy mis amigos por su paciencia, apoyo y carifiio incondicional.



PUBLICACIONES ORIGINADAS A PARTIR DE ESTA TESIS

e Ale A, Liberatori G, Vannuccini ML, Bergami E, Ancora S Mariotti G, Bianchi N,
Galdopérpora JM, Desimone MF, Cazenave J, Corsi | (EN REVISION). Exposure to
a nanosilver-enabled consumer product results in similar accumulation and
toxicity of silver nanoparticles in the marine mussel Mytilus galloprovincialis.
Aquat Toxicol

e Ale A, Rossi AS, Bacchetta C, Gervasio S de la Torre F, Cazenave J (2018).
Integrative assessment of silver nanoparticles toxicity in Prochilodus lineatus
fish. Ecol Indic 93: 1190-1198. DOI: 10.1016/j.ecolind.2018.06.023

e Ale A, Bacchetta C, Rossi AS, Galdopérpora J, Desimone MF, de la Torre FR,
Gervasio S, Cazenave J (2018). Nanosilver toxicity in gills of a neotropical fish:
metal accumulation, oxidative stress, histopathology and other physiological
effects. Ecotox Environ Safe 148: 976-984. DOI: 10.1016/j.ecoenv.2017.11.072

e Bacchetta C, Ale A, Smoniello MF, Gervasio S, Davico C, Rossi AS, Desimone
MF, Poletta G, Lépez G, Monserrat MM, Cazenave J (2017). Genotoxicity and
oxidative stress in fish after a short-term exposure to silver nanoparticles. Ecol

Indic 76: 230-239. DOI: 10.1016/j.ecolind.2017.01.018



iNDICE

1. ABREVIATURAS Y SIMBOLOS .......ooviiiiiiiiiecee e 1
2. BESUM EN ..o e e e e e et e e e e 3
ABSTRACT ...ttt et e e 6
3. INTRODUGCCION ..ottt ettt st s 9
3.1 LASNANOPARTICULAS ........oooviiiiiiiie e 9
3.1.1 Conceptos generales, caracteristicas, tiposy aplicaciones ................ 9
3.1.2 RieSgOS EMEIFENTES ..oveiiii i e e e eees 14
3.1.3 Destino en el ambiente aCUAtiCO ..........ooveeeiiiiiiiiiiiiii 15
3.2 NANOPARTICULASDEPLATA ......oomiiiiiieeeee et 19
3.2.1 Caracteristicas generales ... 19
3.2.2 APlICACIONES ... e e 20
3.2.3 Liberacidn al ambiente aCuUatiCO ..........oooeeiiiiiiiiiiiiiii 22
3.2.3.1 Fuentes de liberacién y concentraciones estimativas ............ 22
3.2.3.2 Destino en el ambiente acuatico ...........ccccevviiiiiiiiiiinciieeinnns 23
3.2.4 Efectostoxicos en l0s 0rganismos aCuatiCos ......ccovvvveeeeiieeeiiiiiiiinnceees 26
3.2.4.1 Entraday acumulacion ... e 28
3.2.4.2 EStrés oXidatiVo ....coovviiiinii i e 29
3.2.4.3 GenotoXiCidad ......ccoouiiiiiiiiiiiieee e 33
3.2.4.4 MetalotioneiNas .....cc.uuuuiiiiiiiiiii e 34
3.2.4.5 0tros efeCtoS tOXiCOS. .uuuuumun it e 35
3.2.5 Organismostest y biomarcadores .........cooeriieiiiiiiiiiii e 37
. OBUETIVOS ... e et ettt e e e e e e e et e e e e e e anaas 39
5. MATERIALESY METODOS ........coooiiiiiieeeie et 41
5.1 Ensayos in vivo con Prochiloduslineatus ......................ccc.ccccooviiiiiiinnnnnnnn. 41

5.1.1 Caracterizacion de las AgNP ..o 41



5.1.2 Pecesy aclimatacion ...........eiiiiiiiiiiiiiii e 42

5.1.3 Ensayo preliminar: Determinacién de la Clgg ... ooeeeevenieeeiiiiiieeiiiieee, 43
5.1.4 Ensayo definitivo: Disefio experimental .......ccccooiiiiiiiiiiiiiiiii, 43
5.1.5 Concentracién de plataen aguay tejido .......coovvviviiiiiiiiiiiii, 46
5.1.6 Pardmetros morfométricosy hematolégicos .......ccccovvviiieiiiiiiiiiinnnnnn. 46
5.1.7 Conteo de unidades formadoras de colonias bacterianas ................. 48
5.1.8 EStrés oXidatiVo ...cooeiiiiiiiii i 48
5.1.9 Metabolitosplasmaticosy reservas energéticas..........ccccceeveeerineneens 50
5.1.10 Anédlisis histolégicos en branquias ..........cccccvviiiiiiiii e, 51
5.1.11 Enzimas transaminasas en branquias .........ccccuvvvmiiiiiennieeiiieeee e 54
5.1.12 Andlisis estadiStiCoS ....uuvuuuuriiiiiiiee i 54

5.2 Ensayos ex vivo de branquias de Piaractus mesopotamicus

Yy Corydoraspaleatus ................ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 55
5.2.1 AgNP, sal de platay sustanciashimicas ......ccccooooeeiiiiiiiiiiiiiieiiieeees 55
5.2.2 Pecesy aclimatacion ..........coviiiiiiiiiiiiii e 55
5.2.3 DiSefio eXperimental ...........iiiiiiiiiiiii e 56
5.2.4 EStrés OXidatiVO ...cooeiiiiiiiii i 59
5.2.5 Andlisis estadiStiCoS ...covviimuiiiiiiii e 59
5.3 Ensayos in vivo con el bivalvo marino M ytilus galloprovincialis................. 60
5.3.1 Caracterizacion delas AgNP .......oooimmiiiiii e 60
5.3.2 Moluscosy aclimatacion ...........coooiiiiiiiiiiiiiii e 60
5.3.3 DiseNo eXperimental ...........iiiiiiiiiiiiiii e 61
5.3.4 Concentracién de plata en aguay tejido blando ..........cccccvvviiiinnn. 63
5.3.5 Desestabilizacién de lamembrana lisosomal ..................... 63
5.3.6 Test de MICrONUCIEOS .cevvieeiiiiiiii e 63
5.3.7 EStrés OXidatiVo ...cooeeiiiiiiii i 64
5.3.8 MetalotioneiNas .....oooviuiiiiiii e 65
5.3.9 Actividad de transportadores de membranas ............coooiiiiiiiie. 66

5.3.10 ANAliSiS €StadiStiCOS ..uouniniiiiiie e et et e 66



6. RESULTADOS ...ttt et et e e e e e eeeees 67

6.1 Ensayos in vivo con Prochiloduslineatus .....................cccc.ccccoovviiiiiinnnnnnnn. 67
6.1.1 Caracterizacion delas AgNP ..o 67
6.1.2 Ensayo preliminar: Determinacién de la Clgp «..ooeeeevenieieiiiiiieiiiieeee, 69
6.1.3 Concentracién de plataen aguay tejido ..., 69
6.1.4 Pardmetros morfométricosy hematoldgicos ........cccoevviieeiiiiiiiiinnnnnnn. 71
6.1.5 Conteo de unidades formadoras de colonias bacterianas ................. 73
6.1.6 EStrés oXidatiVo ...ccoooiiiiiiii i 74
6.1.7 Metabolitosplasmaticosy reservas energéticas..........ccccceeveeeriveneens 77
6.1.8 Andlisis histoldgicos en branquias ..., 79
6.1.9 Enzimas transaminasas en branquias ...........cccuuviimiiiiieenceeiieee e 82
6.1.10 An&lisSis MUItIVariado ........eeeviiiiiiii e 83

6.2 Ensayos ex vivo de branquias de Piaractus mesopotamicus

Y Corydoraspaleatus ................coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 85
6.2.1 EStréS OXidatiVo ...cooeiiiiiiiii i 85
6.3 Ensayos in vivo con el bivalvo marino M ytilus galloprovincialis................. 87
6.3.1 Caracterizacion delas AgNP ..o 87
6.3.2 Concentracién de plata en aguay tejido blando ...........ccccvvviiiinnn. 88
6.3.3 Desestabilizacién de lamembranalisosomal .......ccccoooviiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 89
6.3.4 Test de MICrONUCIEOS .cevvviiiii i 90
6.3.5 EStrés OXidatiVo ...cooeeiiiiiiii i 90
6.3.6 MetalotioneiNas .....cooviuiiiiiii e 91
6.3.7 Actividad de transportadores de membrana ........cccccoooeiiiiiiie, 92
7. DISCUSION ...ttt ettt 93
7.1 Ensayos in vivo con Prochiloduslineatus .....................cccc.ccccooiiiiiiiinnnnnnnn. 93
7.1.1 Caracterizacion delas AgNP ... 93
7.1.2 Concentracién de plataen aguay tejido .......ccoovviiviiiiiiiieeiiiiii, 94
7.1.3 Pardmetros morfométricosy hematoldgicos .......ccccovvviiieiiiiiiiiiinnnnnn. 96
7.1.4 Conteo de unidades formadoras de colonias bacterianas ................. 98
7. 1.5 EStréS OXidatiVo ..oooeiiiiiiiii i 99

7.1.6 Metabolitos plasméticosy reservas energéticas..........cccccevvvvvvnnnennn. 102



7.1.7 Andlisis histoldgicos en branquias ... 104
7.1.8 Enzimastransaminasas en branquias ..........cccceuvvviiiiiiieinceeeiieee e 105
7.1.9 An&lisis MUItIVariado ........ueueeiiiiiii 106

7.2 Ensayos ex vivo de branquias de Piaractus mesopotamicus

Y Corydoraspaleatus ................coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 108
7.3 Ensayos in vivo con el bivalvo marino M ytilus galloprovincialis................. 112
7.3.1 Concentracién de Ag en aguay tejido blando .......ccccoeeeieeiiiiiiiiiiinnnnn. 112
7.3.2 Desestabilizacién de lamembranalisosomal .......ccccoooviiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 114
7.3.3 Test de MICrONUCIEOS .oeviiiiiii i 115
7.3.4 EStrés OXidatiVo ...cooeiiiiiiiii e 116
7.3.5 MetalotioneiNas .....oooviuiiiiii 117
7.3.6 Actividad de transportadores de membrana .......cccccoeeeeeeeeiiiiiiiiiinnn. 118
8. CONCLUSIONES ... oo e et et e et e e e e e e eeans 120

9. BIBLOGRAFIA ...........ooimiieiieee e e 122



1. ABREVIATURAS Y SiM BOLOS

ACAP: antioxidant capacity againt
peroxiles radicals, capacidad
antioxidante contra radicales
peroxilos

ACP: andlisisde componentes
principales

AgNP: nanoparticulas de plata
AH: acidos hamicos

ALT: alanino-aminotransferasa
AST: aspartato-aminotransferasa
CAT: catalasa

CLso: concentracion letal 50

CM : células mucosas

CMHC: concentracion media de
hemoglobina corpuscular

Col: colesterol
DI: distancia interlamelar

DM L: desestabilizacién de la
membrana lisosomal

EDS: energy dispersive spectroscopy,
analisisde energia dispersiva

EEP: espesor del epitelio basal

ELS: espesor de laminillas
secundarias

FC: factor de condicion
Gla: glucosa

GIB: gl6bulosblancos
Glo: glucégeno

GIR: glébulosrojos

GPx: glutatién peroxidasa
GR: glutatién reductasa
GSH: glutation reducido
GSSG: glutation oxidado
GST: glutatién Stransferasa
Hb: hemoglobina

HCM : hemoglobina corpuscular
media

Ht: hematocrito

IHS: indice hepato-somético
lorg: indice del 6rgano

lp: indice del patron de reaccion
LE: longitud estandar

LLS: longitud de laminillas
secundarias

LPO: lipid peroxidation,
peroxidacién lipidica

LT: longitud total

MN: micronucleos

MT: metalotioneinas
NM (s): nanomaterial(es)
NP(s): nanoparticula(s)

PAGE: proprortion of secundary
lamellae available for gas
exchange, proporcion de la
laminilla disponible para el
intercambio gaseoso

Prot: proteinas



ROS: reactive oxygen species,
especies reactivas de oxigeno

SS: solucion salina

TEM : transmission electron
microscopy, microscopia de
transmisién electrénica

SEM : scanning electron microscopy,
microscopia electronica de barrido

SOD: superoxido dismutasa
Trig: triglicéridos

UFC: unidades formadorasde
coloniasde bacterias

VCM : volumen corpuscular medio



2. RESUM EN

La creciente produccion y utilizacién 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. H 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 ambientalmente relevantes a partir de un stock comercial de nanoplata

coloidal (Nanotek SA., nanArgen®).

Un primer ensayo consistié en la exposicion in vivo de juveniles de peces Porchilodus
lineatus (sabalo) a: 0 (control); 2.5 y 25 pg AgNP L (renovaciones cada 48 h) durante 5
y 15 dias. La acumulacién de Ag total en los tejidos aumenté ante ambas
concentraciones y tiempos de exposicibn segin la siguiente secuencia:
higado>branquias>intestino>cerebro. H indice hepatosomético de los peces aumentéd
luego de ambos tiempos de exposicion en el caso de la concentracién de 25 pg AgNP L
!. Respecto a las mediciones hematol6gicas, después de 5 dias aumenté 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 exposicién aumenté la
cantidad de glébulos blancos y monocitos, y disminuyeron la hemoglobina corpuscular
media y la cantidad de linfocitos. En el mucus aislado de la superficie corporal de los
peces expuestos por 15 dias a ambas concentraciones de AgNP, se observé 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 (superéxido dismutasa, catalasa -CAT-,
glutatién Stransferasa -GST-, glutation reductasa y glutation peroxidasa) y disminucién
de la capacidad antioxidante luego de 15 dias. Contrariamente, en las branquias se
evidencié una inhibicion de todas las enzimas luego de 5 dias a 25 pug AgNP L', y
peroxidacién lipidica (LPO) a los 15 dias de exposicion. Ademas, luego de la exposicién
a la mayor concentracion 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 andlisis histol6gico de las branquias de los sadbalos revel6 una mayor cantidad
de histopatologias y proliferacién de células mucosas luego de 15 dias a 25 ug AgNP L
! lo cual sumado a la alteracién de enzimas transaminasas deja en evidencia un severo
dano de este 6rgano vital. Por ultimo, se llevé a cabo un analisis multivariado que
brindd una visién holistica de los resultados, y claramente separ6 y demostré un perfil
fisioldgico diferente de los peces expuestos a 25 pug AgNP L' por 15 dias. Ademas,

ordené los ejemplares segun los diferentestiempos de exposicion.

Por otra parte, se llevé a cabo un ensayo ex vivo con branquias de juveniles de peces
Piaractus mesopotamicus (pacu) y adultos de Corydoras paleatus (quitasuefos) para
exponerlas (empleando una solucién salina como medio) a AgNP y AgNO;. Se
analizaron efectos toxicos a través de biomarcadores de estrés oxidativo, y a la vez
posibles mitigaciones de los mismos cuando estaban presentes acidos hiumicos (AH) en
el medio. Lostratamientos fueron: solucion salina (control); solucién salina + 10 mg AH
L' (control AH); 100 ug AgNP L'"; 100 pg AgNP L'+ 10 mg AH L; 100 pg AgNOs L''; 100
g AgNOs L'+ 10 mg AH L. Luego de 1 h de exposicion, en las branquias de pact hubo
un aumento de la actividad de la enzima antioxidante CAT en los tratamientos con
AgNP y la sal de plata. Por su parte, en las branquias del quitasuerios se vieron
disminuidos los niveles de glutation y la actividad de la enzima GST en el caso de la
exposicion a AgNOs, y también aumentaron los niveles de LPO luego de la exposicién a
AgNP. Todos los efectos fueron atenuados cuando estaban presentes los AH en el

medio.

Por ultimo, se desarroll6 un ensayo in vivo con el molusco marino Mytilus
galloprovincialis como organismo test, el cual fue expuesto a: 0 (control), 1 pg AgNP L
y 10 pg 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 disminucién 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 enzimética de GST y de los

niveles de LPO. Los niveles de metalotioneinas aumentaron en caso de la exposiciéon a



10 ug AgNPL. Por Gltimo, los transportadores en las membranas ABC de las células de

las branquias se vieron inhibidos en el caso de la menor concentracion de AgNP.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis permitieron obtener una
visibn amplia e integradora de los efectos téxicos que provocan concentraciones
subletales y ambientalmente relevantes de AgNP. Las nanoparticulas metélicas fueron
capaces de ser capturadas por las células de los organismos y bioacumularse,
independientemente del organismo test (peces o moluscos) y el medio de dispersion
(agua dulce o agua de mar). También se comprobd, en el caso de los peces, que son
capaces de afectar la composicién del mucus, convirtiéndose en una amenaza para las
comunidades de bacterias benéficas que viven sobre la superficie del organismo. Por
otro lado, el mecanismo principal que explica los efectos tdéxicos fue el estrés
oxidativo, ya sea por la induccion o inhibicibn de las enzimas antioxidantes,
agotamiento del glutatién, u ocurrencia de dafo oxidativo en lipidos. B higado de los
peces, y la glandula digestiva en los moluscos fueron los 6rganos blanco de las AgNP.
Por su parte, también las branquias de los peces resultaron un tejido clave para
evaluar los efectos téxicos en donde se evidenciaron tanto respuestas de defensa
(proliferacién de células de mucus) como dafos a nivel estructural (histopatologias,

transaminasas).

Dado que la produccién, uso y liberacién creciente de AgNP son una amenaza real y
emergente en los ecosistemas de agua dulce y marinos, la informacién generada en
esta tesis representa un valioso aporte para propdsitos de regulacion y control

ambiental.



ABSTRACT

The growing production and use of silver nanoparticles (AgNP) due to their efficient
biocides properties, inevitably lead to the release to environments in unknown
amounts, where the aquatic systems always constitute the final sinks. The main
objective of the present study was to investigate the toxicity mechanisms of AgNP in
aquatic organisms. For this purpose, in vivo and ex vivo (gills) assays were carried out
with freshwater fish and marine mussels. Low and environmentally relevant AgNP
concentrations were selected from a commercial stock of colloidal nanosilver (Nanotek

SA., nanArgen®).

The first assay was carried out with the in vivo exposure of Porchilodus lineatus
(sébalo) juveniles to: 0 (control); 2.5 and 25 pg AgNP L (renewals each 48 h) for 5 and
15 days. Total Ag accumulation increased after both concentrations and times of
exposure according to the following sequence: liver>gills>intestinesbrain. The
hepatosomatic index augmented after both times of exposures to 25 pg AgNP L.
Regarding the hematology, after 5 days the red blood cells, the mean cell hemoglobin
concentration, and the monocytes amount increased; meanwhile after 15 days of
exposure, the amount of white blood cells and monocytes increased, and the mean
cell hemoglobin and the lymphocytes amount decreased. In the mucus at the surface
layer of fish exposed to both AgNP concentrations for 15 days, a decrease of bacteria
colony forming units was observed. With respect to oxidative stress biomarkers, in the
liver of fish an induction of all antioxidant enzymes was evidenced (superoxide
dismutase, catalase -CAT-, glutathione Stransferase -GST-, glutathione reductase and
glutathione peroxidase), and a decrease of ACAP levels after 15 days. On the contrary,
in the gills of fish an inhibition of all antioxidant enzymes was observed in the case of
the exposure to 25 pg AgNP L' for 5 days, and also after 15 days, lipid peroxidation
(LPO) occurred. Moreover, after the exposure to the highest AgNP concentration
changed the energetic reserves: plasmatic glucose and proteins (Prot) augmented after
5 days, and the hepatic and muscular glycogen and the muscular Prot increased after
15 days of exposure. On the other hand, the histological analysis in the gills of fish

revealed a major amount of histopathologies and a mucus cells proliferation after 15



of exposure to 25 ug AgNP L. Those results, in addition to the altered values of
transaminases activities, evidenced serious damage in this vital organ. Lastly, a
multivariate analysis was performed in order to obtain a holistic view of the results,
and it clearly separated and showed a different physiologic profile in the case of fish
exposed to 25 pg AgNP L for 15 days. Besides, it ordered the individuals according to

the different times of exposure.

Secondly, an ex vivo assay was performed with gills of juveniles of Piaractus
mesopotamicus (pacu) and adults of Corydoras paleatus (quitasuenos) fish in order to
expose the organ (using a saline solution as media) to AgNP and AgNO;. The toxic
effects were analyzed through oxidative stress biomarkers, and also potential
mitigations were evaluated when humic acids (HA) were present in the media. The
treatments were: saline solution (control); saline solution + 10 mg HA L' (HA control);
100 pg AgNPL"; 100 pg AgNP L' + 10 mg HA L'; 100 pg AgNOs L'; 100 ug AgNOs L' +
10 mg HA L. After 1 h of exposure, in the gills of P. mesopotamicus the CAT activity
increased in the case of AgNP and silver salt exposures. From their part, in the gills of
C. paleatus the glutathione levels and GST activity were decreased in the case of the
AgNO; exposure, and also an increase of LPO levels was observed after the AgNP

exposure. All effects were mitigated when the HA were present in the media.

Lastly, an in vivo assay was carried out with the marine mussel Mytilus galloprovincialis
as test organism, which was exposed to: 0 (control), 1 ug AgNP L' and 10 pg AgNP L™
(renewals each 24 h) with natural seawater (NSW) for 96 h. The results showed an
increase in Ag accumulation in the soft tissue of the bivalve. The hemocytesrevealed a
decreased of the lysosomal stability after both AgNP exposures, and also an increase of
micronucleus frequency was observed. In the digestive gland of mussels, the GST
activity augmented and also the LPO levels. The metallothionein induction was
observed in the case of the 10 ug AgNP L'-exposure. The efflux activity mediated by
the ABC transporters was inhibited in the gills of the mussels exposed to the lowest

AgNP concentration.

The obtained results through the development of this thesis allowed the achievement

of an integral and wide overview of the toxic effects generated by sublethal and



environmentally relevant AgNP concentrations. The metallic nanoparticles were
captured and bioaccumulated by organism’s cells, independently of the test organism
(fish of mussel) and dispersive media (freshwater or seawater). Moreover, in the case
of fish, it was corroborated that AgNP altered the mucus composition and become a
threat for the beneficial bacteria communities living on the organism surface. On the
other way, the main toxicity mechanism that explained the toxic effects was the
oxidative stress; because of the induction or inhibition of the antioxidant enzyme
defense system, glutathione depletion, or oxidative damage occurrence. The liver of
fish and the digestive gland of mussels were the target organs with respect to the
AgNP. From their part, the gills of fish were also a key tissue for evaluating toxic
effects; defense responses (mucus cells proliferation) and structural damage

(histopathologies and transaminases activities) were evidenced.

Due to the increasing production, use, and release of AgNP, these particles are an
actual threat to freshwater and marine environments, and all information generated
through this thesis represents an important contribution regarding regulation and

environmental control purposes.
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3. INTRODUCCION

3.1 Las nanoparticulas

3.1.1 Conceptos generales, caracteristicas, tipos y aplicaciones

La “Nanotecnologia” y el uso de nanomateriales (NM) es un &rea relativamente nueva
de la ciencia y la tecnologia. H término “nano” deriva del griego “enano”. B primer
invento clave que se le podria atribuir ala nanotecnologia es el “microscopio de efecto

tunel”, que permite tomar imagenes de superficies a nivel atémico [1].

Se define como Nanotecnologia ala manufactura controladao modificadade materiales
a escala nanométrica (nm) focalizada en el disefio, la sintesis, caracterizacién y
aplicacién de materiales e instrumentos. Esta rama del conocimiento es una
subclasificacion de la tecnologia en la ciencia coloidal, biologia, fisica, quimica y otros
campos cientificos que incluyen el estudio del fendmeno y manipulacién de materiales
a nanoescala [2], [3]. B desarrollo de esta ciencia tuvo como resultado novedosos
materiales y sistemas con caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas Unicas debidas a
su tamano y estructura. Lasnanoparticulas (NP) hoy en dia se consideran indispensables

para el desarrollo de laindustria debido a sus multiples aplicaciones [4].

Todavia no existe acuerdo internacional que defina formalmente a los NM y las NP. Las
NP suelen definirse como un material cuya superficie cuenta al menos con una
dimensiénde 1 a100 nm [5], [6], [7]. Los NM pueden hacer referencia amaterialescomo
nanoplates o nanoclusters (con una dimensién), nanchilos o nanotubos (dos
dimensiones), o nanoparticulas (3 dimensiones). La Figura 1 muestra referencias de la

escala nanométrica en donde estan representadaslas NPo NM.
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Figura 1. Representacién de la escala nanométrica. Fuente: WichLab (www.wichlab.com/nanometer-scale-
comparison-nanoparticle-size-comparison-nanotechnology-chart-ruler-2/)

La gran mayoria de las NP manufacturadas estan disponibles en varias formas y
tamanos. Actualmente se producen en cifras de miles de toneladas y forman parte de
una gran variedad de productos, incluyendo desde electronicos, automéviles y naves
espaciales, hasta productos para deporte, higiene, construccién y medicina. Las NP
pueden sintetizarse natural o artificiaimente [8]. Una forma de clasificarlas es segun las

categorias:

(1) NP no metédlicas inorganicas (de silice, cerio, calcio)

(2) Metalesy aleaciones de metales (oro, plata, aluminio, titanio, cobre, cobalto)

(3) NM basados en carbono (fulerenos, nanotubos de carbono, nanofibras de
carbono, grafenos)

(4) Nanopolimeros y dendrimeros (nanoparticulas poliméricas, nanotubos de
polimeros, nanocables, nanocelulosa, films poliméricos nanoestructurados)

(5) Quantum dots (telururo de cadmio, seleniuro de cadmio, quantum dots

cuéanticos sin Cd)
La produccién de NM puede llevarse a cabo, en general, segun tres métodos:

(1) Bioldgicos (produccién de NP por microorganismos)
(2) Quimicos (por ejemplo, por deposicién del vapor o reducciéon quimica)

(3) Fisicos (por ejemplo, por deposicion de vapor quimica, produccién de films)
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Las propiedades y el comportamiento de los materiales a nanoescala difieren
sustancialmente de aquellos con escala micrométrica. Particularmente, los NM se
destacan por sus propiedades eléctricas, 6pticas y magnéticas. Los dos factores basicos
que hacen que las NP marquen la diferencia son: los efectos de su superficie
(propiedades que le dan los atomos que forman parte de su superficie) y los efectos
cuanticos. Estos dos factores afectan la reactividad quimica de los materiales, asi como

determinan sus propiedades mecanicas, épticas, eléctricasy magnéticas [9].

Una gran ventaja de los NM es el aumento de la relacion superficie-volumen; las NP
presentan un area superficial especifica mucho mayor que las contrapartes del mismo
material (por €j. sales de nitrato de plata, 6xido de silicio). H radio superficial eslo que
determina su reactividad quimica, la cual es aproximadamente 100 veces mayor que en

las microparticulas [10].

La posibilidad de modificar el tamario faciimente de las NP también esotra gran ventaja.
Actualmente, la nanotecnologia se aplica a un amplio espectro de campos cientificos
(biotecnologia, medicina, farmacia, ecologia, electrdnica, etc.), e inclusive hay grandes
avances respecto a su implementacion en la agricultura, medicina veterinaria y en la
industria de alimentos [11]. Los tipos de NP de mayor interés son: nanoparticulas de
plata, de oro, de zinc, selenio, de diéxido de titanio y los nanotubos de carbono. H area
de la bioingenieria es particularmente donde las NP tienen la mayor cantidad de
aplicaciones para test de diagnésticos, es decir como herramienta para detectar
enfermedades y para terapias farmacoldgicas (principalmente por delivery de drogas 'y

deposicién en el cuerpo humano) [12], [13].

Otro sector importante donde se ha implementado la nanotecnologia es el de
computacién. En las Gltimas décadas la “nueva generacion de computadoras” se ha
convertido en un nuevo fenémeno; se tratade computadoras que utilizan los NM como
componentes elementales para incrementar la eficiencia y el ahorro de energia. La
aplicacién de una nueva generacién de catalisis construidas a base de nanoestructuras

resulté en una gran reduccion de consumo de energia [14].

B agregado de NP en materiales, como pinturas (para naves espaciales, barcos) permite

otorgarle al producto final propiedades bactericidas, anticorrosivasy de defensa contra
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rayos UV. De acuerdo con la Comisiéon Europea [15], la manufacturacion global de NM
esta cerca de 11.5 millones de toneladas, lo que es equivalente a 200 billones por afno;
Asia presenta el mayor mercado global de NP (~34%), seguido por Norteamérica (~31%)
y Europa (~30%). La Tabla 1 detalla el mercado global de diferentes tipos de NP en el
ano 2015 (con valores predichos hasta el aino 2025), con un alto caudal de produccion
paralasNPde di6xido detitanio, 6xido de zinc, di6xido de silice y nanotubosde carbono;
y unamenor produccién para otras NP como lasde plata, de cobre, oro, grafeno, niquel

y nanocelulosa.

Produccion Nanoparticula Volumen de produccion Volumen de produccién
global minima (toneladas) global maxima (toneladas)
De alto volumen Di6xido de titanio 60.000 150.000
Oxido de zinc 32.000 36.000
Di6xido de silice 185.000 1.400.000
Di6xido de aluminio 5.000 10.100
Nanotubos de carbono 1.550 1.950
De bajo volumen Quantum dots 4.5 9
Oxido de cobre 290 570
Plata 135 420
Nanocelulosa 400 1.350
Oxido de cobalto 5 <10
Oro 1 3
Oxido de magnesio 15 30
Oxido de manganeso 2 35
Niquel 5 20

Tabla 1. Mercado global de los NM (modificado de Pulit-Prociak & Banach [8])

Algunostipos de NPy sus aplicaciones se describen en la Tabla 2 segin “The Woodrow

Wilson International Center for Scholars”
(www.nanotechproject.org/inventories/consumer/), si bien los usos continuamente

cambian y se expanden a otras areas comerciales.
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Nanoparticula

Diéxido de aluminio

Fulerenos

Nanotubos de carbono

Ceramicos

Cobre u 6xido de cobre

Oro

Oxido de hierro

Sulfato de hierro

Nanocristales

Quatum dots

Silice

Plata

Diéxido de titanio

Nano-vitaminas

Oxido de zinc

Aplicacion

Pulidos de 6pticas, cosméticos e indumentaria

Almacenamiento de hidrégeno, delivery de drogas, terapéuticos,

coadyuvantesy pigmentos, lubricaciéon y cosmética

Almacenamiento de hidrégeno, delivery de drogas, textiles, electrénicos,

purificacién de agua, equipamiento deportivo

Electrénicos, antioxidantes, pulido de autos

Lubricacién de aditivos de aceite, procesadores electréonicos y de

computadoras, coadyuvante conductores, tintas para impresiones, cremas

“anti-age”, acondicionadores de piel, suplementos minerales

Delivery de drogas, inmunohistoquimica, deteccion de peligros biolégicos,

suplementos minerales

Ultrafiltracion y oxidacion reduccién catalitica

Eliminacién de pesticidas organoclorados en agua potable

Delivery de drogas

Imagenes médicas, fotonica

Dispositivos épticos y para éptica, pinturas corrosivas, cosmética

Bactericida en tratamiento de aguas, telas, indumentaria, juguetes blandos,

utensiliosde cocina, teclados de computadora, contenedores paraalmacenar

comida, productos para bebés, pasta dentifrica

Pinturas, bronceadores, cosméticos, capacitores, materiales de construccion,

catdlisis, limpieza de aire, productos contra bacterias, virus, algas, hongos,

equipamientosdeportivos

Vitamina E, comidas, brebages, cosmética, vitaminas B12

Bronceadores, cosméticos, limpiador de cosméticos, desodorantes para pies,

pulido de autos

Tabla 2. Algunas aplicacionesde lasNP o NM (modificado de Shaw & Handy [16]).
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3.1.2 Riesgos emergentes

A pesar de que la mayoria de los NM han sido utilizados en un contexto moderno de
investigacion en la Gltima década, hoy en dia existe un amplio debate acerca de los
riesgos y beneficios de muchos materiales nanofacturadosy productos de consumo que
se ofrecen en el mercado de manera constante [17]. En este contexto, por su parte, los

ambientes acuaticos constituyen siempre los sumideros finales de las NP [18].

La manufacturacion, uso y liberacion de los NM han llevado a la necesidad de una
evaluacion de losriesgosen los ecosistemas, incluyendo aloshumanos. Actualmente no
existen datos concretosy fiables acerca de la concentracion de NM en los ambientes en
ninguna de sus formas fisicoquimicas, o sobre cémo se distribuyen en ellos. S6lo se han
empleado unos pocos modelos para estimar la cantidad y carga de liberaciones
potencialesde NP [19]. Por su parte, el desarrollo de técnicas para medir y caracterizar
losNM en laatmésferay ambientes acuaticosy terrestres esuna prioridad para facilitar
esta cuantificacién y estimacién de riesgos. Esto resulta particularmente critico, dado
que las NP representan un estado supramolecular intermedio del estado de la materia,

con un tamafo que se encuentra entre las moléculas y los s6lidos gruesos [20].

Los métodos clasicos para predecir riesgos son limitados cuando se aplican a los NM,
dado que la toxicidad se ha clasificado segun la porcidén soluble del contaminante [21].
Sn embargo, esta asuncién debe tomarse con cautela dado que también influyen
factoresintrinsecosde las NP como su comportamiento y biodisponiblidad. Claramente,
se necesita de lainterdisciplinariedad de biélogos, quimicos, fisicos y ecotoxicélogos en
NM. Una vez que los escenarios ambientales estén caracterizados, los organismos
expuestos deben ser identificados urgentemente. Las respuestas bioldgicas
cuantificables por parte de organismos test deben ser estudiadas para identificar los
potenciales efectos toxicos e identificar situaciones de vulnerabilidad. Sblo cuando se
hallan asentado losriegosde exposicion y efectos de las NP, su evaluacidén sera completa

[22].

14



Introduccion -

3.1.3 Destino en el ambiente acuatico

Desde hace varios afos (aproximadamente desde el 2004) la discusién acerca del
destino de las NP se ha centrado en sus propiedades fisicoquimicas en ambientes
acuaticos naturales, y se lleg6 al acuerdo de la necesidad de caracterizar las siguientes
propiedades: composicion quimica, masa, nUmero de particula y concentracion, area
superficial, distribucion (incluyendo dispersion de la particula primaria y la naturaleza
de cualquier agregado), carga superficial/potencial z, naturaleza del agente

“coating”’/coadyuvante, estabilidad y solubilidad [22].

Las NP metédlicas estan bien caracterizadas en un trabajo de revision desarrollado por
Baker et al. [23]. Uno de los principales factores que influyen en su destino en los
ambientes es la capacidad de disolucion. Por ejemplo, las nanoparticulas de cerio son
mayormente insolubles [24], las de cobre muestran una disolucién en Cu?*[25] y las
nanoparticulasde plata (AgNP) se disuelve en el ion Ag* [26]. B promedio de disolucién,
sin embargo, a la vez depende de un niumero de factores como el tamano de particula,
el tipo de coating y el medio de dispersion. Por ejemplo, respecto alas nanoparticulade
zinc, la disolucion puede ser mas del doble que las microparticulas [27]. Como se
mencion6 anteriormente, la tasa de disolucion de una NP es una aproximacion

cuantificable de losefectostoxicosque provocaria su exposicién, si bien no es suficiente.

Los ambientes marinos son més alcalinos, tienen una mayor fuerza iénica y una gran
variedad de coloides y materia organica que los dulceacuicolas. Las NP llegan a los
ecosistemas marinos por vias directas (deposicion aérea, efluentes, vertidos o
escorrentias) o indirectas (a través de los rios). En las zonas costeras, en comparacién
con el océano, la concentracidon de materia organica es mayor [28], [29]. Los océanos
exhiben cambios en sus caracteristicas fisicoquimicas que influyen en la quimica y
agregacién de los coloides. Por ejemplo, es bien sabido que latemperatura cambia con
laprofundidad, y asu vezlaestratificacién en funcién de laprofundidad puede presentar
diferentes grados de salinidad [29]. También constituye un riesgo la acumulacién de las
NP en las microsuperficies (microlayers) oceanicas, donde la tensiéon superficial y la

viscosidad podrian atrapar a las NP dentro de estas capas [30], [31]. Hasta la fecha son
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pocos los estudios que han investigado como los cambios de factores abi6ticos (pH,

fuerzaidnica, presencia de ligando organicos) influyen en la toxicidad de las NP.

La Figura 2 esquematiza el comportamiento de las NP en el agua de mar segin Baker et
al. [23]. Ladinamica es sumamente compleja. En primera instancia, el tamano, formay
tipo de cappingjuegan un rol fundamental en la estabilidad o aglomeracién; por lo tanto,
estas caracteristicas también determinaran la biodisponibildad de las NP por parte de
losorganismos acuaticos. La cinéticade las NP en un cuerpo de agua dulce, como un rio,
puede derivar en laformacion de complejosy agregadoscon lamateriaorganicanatural.
A medida que la fuerza iénica aumenta, camino a estuarios y océanos (por lo tanto, el
potencial zdisminuye), lasNPtienden a agregarse y asi sedimentarse rapidamente. Esto
seria de importancia para losorganismos que componen el bentos. Sn embargo, las NP
pueden volver a resuspenderse por actividad de los organismos que habitan en la

columnade agua (como losfiltradores cuando se alimentan).

Las cuatro rutas principales por las cuales las NP interaccionarian con los organismos
son: (1) adsorcion en su superficie (celular, del 6rgano o corporal), (2) internalizacidon
celular, (3) disolucién de iones provenientes de la NP, y (4) propiedades intrinsecas por

ser “nano”.
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Figura 2. Fuentes de liberacién de NP, comportamiento, absorciény rutas potenciales en los ambientes marinos
(Baker et al. [23]). 16
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La agregacion de las NP en los medios acuéticos es la tendencia mas coman, y la
magnitud de esos agregados dependerd de la carga superficial, la forma de la particula
y el tamano, ademdas del pH del medio en que se encuentran. En los ambientes marinos
con salinidad creciente, y por lo tanto mayor fuerza iénica, las NP sufren unareduccion
de movilidad electroforéticay son propensasalaagregacién [26]. También la agregacion
depende delaconcentracion de las NP, esdecir la cantidad disponible parainteraccionar
[32], [33]. Los coatings hechos de citrato, polivinilpirrolidona (PVP) y goma arabica [34]
son utilizadas para prevenir la aglomeracién y aumentar la dispersién [35] dado que
proveen una barrera anti-aglomeracién con potencial de fuerzas de van der Waals [36].
La agregacion reduce el area superficial, y por lo tanto, la disolucién potencial (sobre
todo aaltasconcentraciones de NP). Sin embargo, el capping también ejerce sus efectos
al reducir la disolucién, por lo que las NP con o sin capping se comportaran de manera

diferente en losambientes acuéticos (sobre todo en los marinos).

B tamano de NP determina cudles superficies seran capaces de penetrar, por lo que es
un factor determinante en laruta a seguir unavez que llegan alos ambientes acuaticos.
Se ha reportado una correlacion inversa entre el tamano de algunos tipos de NP y
citotoxicidad in vitro [37], [38], [39], [40], [41], [42]. Las NP mé&s pequefnas penetran en
lascélulasde losorganismosatravésde lapinocitosis, mientras que las mas grandes por
fagocitosis. Algunas NP inclusive son capaces de crear su propio canal de membrana
[43]. Como se mencion6 antes, también el tamarfio afecta el grado de disolucién y la
capacidad de agregacién. Los cationes disueltos en agua salina generan facilmente
complejos (por ejemplo, aniones cloros en agua de mar), por lo que los organismos
marinos quedan vulnerables a absorberlos répidamente. Por esto, dichos organismos

son mas susceptibles a absorber las NPy la disolucion se generaria in situ [44].

La forma es otro factor que puede afectar el grado de toxicidad. Los nanocables o
nanohilosde nanoparticulasde platay silice resultaron ser méastéxicos en comparacién
alasnanoesferas, debido a que interaccionan mas facilmente con membranas celulares

(y no pueden ser atrapadas por mecanismos de endocitosis) [45], [46], [47].

E tipo de capping también es un factor importante que determina los potenciales

efectos toxicos de las NP sobre los organismos. Mehennaoui et al. [48] hallaron una
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correlacion positiva entre el tipo de coadyuvante utilizado en AgNP y nanoparticulas de
oro y sus efectos toxicos sobre el crustaceo Gammarus fossarum (mientras que el
tamano no resultdé ser un factor importante). Los autores explican que los coatings
organicos (como el polietilenglicol) les proveen a las NP gran estabilidad al prevenir su
interaccién con el medio que larodea. Por lo tanto, el tipo de coatingtambién determina
la predisposicion de las NP a aglomerarse (0o en su defecto, mantenerse estable en el

medio de disolucién).
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3.2 Nanoparticulas de plata

3.2.1 Caracteristicas generales

Dentro de las NP, las nanoparticulas de plata o nanoplata (AgNP) se convirtieron en el
nanomaterial fabricado con mayor y mas rapido crecimiento respecto a susaplicaciones
comerciales por sus caracteristicas excepcionales como biocida [49]. Se tratan, por lo
general, de nanoparticulas con dimensiones menores de 100 nm formadas por 20-
15.000 atomos de Ag [50]. La base de datos “Nanodatabase” (www.nanodb.dk)
identificé 442 productos comerciales que contienen AgNP en el afio 2018. Se estima que
su produccién se encuentra en el rango de 0.6-55 en Europa, y 5.5-550 toneladas
anualesen el mundo entero [52]. Estas NP son las mas utilizadas en lacategoria de salud
y “fitness” segun el “International Center for Scholar and Project on Emerging
Nanotechnologies” (www.wilsoncenter.org). Las principales ventajas que han otorgado
a las AgNP, ademas de ser agente antimicrobiano, se deben a sus propiedades épticas,
eléctricas y térmicas, que las hacen un material atractivo para catalisis, y aplicaciones
biotecnolégicas y biolégicas [53], [54]. Por otra parte, a nivel de produccion, los
fabricantes se ven beneficiadosrespecto aloscostosdado que las AQNP minimizaron la

cantidad de plata total en comparacién a otras formas como el nitrato de plata [55].

Al igual que otras NP, existen estudios que comprueban que latoxicidad de las AgNP es
inversamente proporcional a su tamafo. Los factores que contribuyen a este fenémeno
son: (1) las AQNP més pequenas exhiben una mayor capacidad de circular através de las
membranas plasmaticas hacia la célula, (2) una vez internalizadas, tiene mayor relacién
superficie/volumen, lo que facilita lainteraccién con proteinasy organelas celulares, (3)
dado que la liberacion de losiones se correlaciona directamente con el area superficial
y composicidon de los medios celulares, la tasa de liberacion es mayor [37], [39], [40],
[41]. Por otro lado, su forma también tendré una gran influencia respecto a los danos
que generaran las AgNP a las células. Soehr et al. [46] compararon los efectos toxicos
de caracter inmune en células alveolares epiteliales humanas expuestas a nanocables,
nanoparticulasesféricasy microparticulas (<45 pum). Losresultadosdemostraron que los

nanocablesfueron los mastoéxicos al inhibir la viabilidad celular y aumentar la liberacion
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de colesterol, ademasde causar un aumento en el calcio intracelular, entre otros efectos
de carécter inmunoldgico. Esto puede relacionarse con la interaccion directa entre
nanocables de plata con las membranas celulares, en lugar de ser internalizados por
endocitosis. George et al. [47] observaron que las AgNP en forma de placa eran mas
citotéxicas para las células epiteliales de branquias y embriones de pez cebra, en
comparacion con las AgNP esféricas o en formade alambre. Los autores lo relacionaron
con el alto nivel de defectos de cristal (fallasde apilamiento y defectos puntuales) en la

superficie de la nanoplaca.

3.2.2 Aplicaciones

Las AgNP son conocidas como “el lider” en contra la actividad microbiana de patégenos
[8]. Como se menciondé anteriormente, tienen el area superficial aumentada en
comparaciéon con la sal de plata [56], lo que resulta en un mejor contacto con los
microorganismos y una capacidad biocida mas efectiva [57]. Ademas de aplicaciones
antibacteriales, también se incluyen las antiflngicas, antivirales y anti-inflamatorias
[50]. Se utilizan para combatir un gran espectro de bacterias Gram-negativas como
Acinetobacter, Escherichia, Pseudomonasy Salmonella; y Gram-positivas como Bacillus,
Enterococcus, Listeria, Saphylococcus 'y Sreptococcus, incluyendo cepas resistentes a
antibiéticos [58]. Hay estudios que han demostrado que las AgNP se combinan con
antibiéticos como la penicilina G y amoxicilina (entre otros), y asi generan un efecto
sinérgico contra patdégenoscomo Escherichia coliy Saphylococcus aureus[59]. También
han resultado ser una herramienta valiosa para combatir virus al inhibir su replicacién
[50], inclusive el HIV-1 y el virus gripal [60], [61]. Ademas, existen reportes que
corroboran su répida accion contra diferentes tipos de hongos como Candida [62] y

Aspergillus[63].

La base de datos Nanotechnology Project of the Woodrow Wilson International Centre
for Scholar (www.nanoproject.org) detallé un inventario de productos globalmente
disponibles que contienen AgNP. Wijnhoven et al. [50] explican en una revisién que
desde el afno 2006 el inventario de items que contienen AgNP ha aumentado un 175%

(de 212 a 580 productos) a fines del ano 2007, y ya por el ano 2008 un aumento del
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279% (803 productos) fue registrado respecto al 2006. Los autores destacan la
incorporacion de estas nanoparticulas en la cadena de produccién de alimentos dado
que su aplicacién ocurre en las etapas de: procesamiento de alimento, al ser utilizadas
en equipos; en la conservacion, como la refrigeracion y envasado; e inclusive cuando
son consumidos, por ser adicionadas como “suplementos’. En todos los casos la
aplicacién de las AgNP tiene fines antibacterianos y promueve evitar el crecimiento de

patégenos.

Entre su gran espectro de usos, estas NP se incorporan en filtros de agua y aire,
cosméticos y desodorantes, pinturas, textiles, equipos eléctricos como lavadoras y
refrigeradores, e insumos médicos [51]. La Comision Europea [15] describié las
aplicaciones de las AgNP segun grandes volimenes: productos antibacteriales para la
curacién de heridas, instrumental médico, telas anti-microbianas, purificacién de agua
y tintasy films conductores; y segin bajos volimenes de produccién: uso en envasado
de alimentos; y como implementacion novedosa: vidrios/plasticos inteligentes (smart
glasses) [65]. La Figura 3 grafica los usos més comunes de las AgNP segun los diferentes
campos de aplicacién. B mayor porcentaje corresponde al area de salud y “fitness”

(52.61%), y en menor proporcidon (~10%) para productosde limpieza y alimentos.

Jluguetes
2%

Electronicos
3%

Medicina
4%

Equipos
domeésticos
6%

Figura 3. Categorias de productos que contienen AgNP (modificado de Pulit-Prociak & Banach, [8])
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3.2.3 Liberacion al ambiente acuatico

3.2.3.1 Fuentesde liberacién y concentraciones estimativas

Laliberacion de las AgNP puede ocurrir en cualquier etapadel ciclo de vidadel producto:
produccién, transporte, almacenamiento, uso y deposicién [66]. Las AgQNP entran a los
ambientes de forma aérea, a través de efluentes, vertidos y escurrimiento. Las
concentraciones predichas en ambientes acuaticos son de escala ug L' o ng L' [67]. La
concentracion total de Ag registrada en el ambiente acuético fue de 8.9 pg L' (en
Galvestonbay, Texas) [68]. En el rio Colorado (Estados Unidos) se detecté la mayor
concentracion de Ag por parte de la EPA (Environmental Protection Agency) [69]
establecida como 38 pg L. En cuanto a ambientes oceanicos, el valor fijado de AgNP
para los ambientes marinos por la USEPA (United States Environmental Protection
Agency) es2.3 ug L. La concentracién de Ag para mar abierto fue estimada como 0.03-

0.1 ng L', aunque en regiones costeras aumenté hasta 0.14-1.29 ng L' [70], [71].

Kaegi et al. [72] reportaron que laspinturas para exterior que contienen AgNP liberaron
un 30%del contenido de lasnanoparticulas en el transcurso de un afo, mientrasque de
dicho porcentaje un 80% se perdié en losprimerosdos meses. Las AgNP se encontraban
en una solucién coloidal y se unieron a ligandos organicos, por lo que la principal

formacién seria Ag»S (un conjugado menostoéxico).

Por su parte, Farkas et al. [73] midieron lacantidad de AgNP liberadas en el agua residual
de maquinas lavadoras, y hallaron una concentracion promedio de 11 pg L. E efluente
resultante mostré efectos negativos en las comunidades bacterianas naturales por una
disminucién en su abundancia cuando fueron expuestas al mismo. Por lo tanto, los
autoresresaltan la amenaza alos ambientes a través de una tarea doméstica sencilla y
rutinaria como el lavado. Benn & Wasterhoff [74] estudiaron la liberacion de AgNP en
calcetines y determinaron que la plata total era de hasta 68 ug g' de tela durante un
Unico lavado. Una liberacion mucho mayor, de 377 pg g' de tela, fue descripta por

Geranio et al. [75] a partir del lavado de diferentes tipos de textiles, mientras que al
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menosun 50%de la Ag en lamezcla de la maquina se hallaba en forma de particulasde

mas de 450 nm.

Losproductosde cuidado personal como jabones, champUsy pasta dentifrica contienen
<10 ugAg gpor producto, mientras que laindumentaria contiene aproximadamente 30-
45 ug Aggpor producto. Lasméscaras pararostro e indumentaria para el sector médico
contienen los mayores niveles de Ag (270.000 y 230.000 ug Ag g por producto,
respectivamente) [74]. También se comprob6 el potencial de migracién de las AgNP
desde recipientes pléasticos al alimento que contienen [77]. La AgNP total de los
recipientes plasticosfue de 13 a42 ug g™, con unatasa maxima observadade 3.1 ngcm-
2Juego de 10 dias. Sn embargo, desafortunadamente, no existen estimaciones precisas
sobre la emision de estas nanoparticulas, dado que los productos que las contienen no

aclaran esta informacién, ni sobre el contenido o la forma que poseen las AgNP [75].

3.2.3.2 Destino en el ambiente acuatico

La disolucion del ion Ag* es el factor mas reportado que determina los efectos tdxicos
generados por las AgNP. Cuando las nanoparticulas metalicas alcanzan los ambientes
acuaticos, liberan este ion que es uno de los mas toxicos para los organismos que
habitan en ellos [78]. Las AgNP poseen un mecanismo de accion llamado “caballo de
Troya” dado que, si bien en los medios de dispersién pueden ser mas o menos estables
(dependiendo del tipo de coating), una vez que se internalizan en las células liberan el
ion Ag*[79]. Ladisolucion de las AgQNP es particularmente relevante paralospeces, dado
que esta bien documentado la habilidad por parte del ion en alterar laosmorregulacion
através de lainhibicién de la enzima Na*/ K*ATPasa. Sin embargo, si bien la toxicidad de
estas NP esta intimamente relacionada con dicho ion, ain no se ha comprendido en qué
proporcién los efectos tdxicos se explican por sus propiedades intrinsecas o por sus
propiedadesidnicas[80]. Debido a su pequeno tamano, lacinéticade las AQNP seria mas
veloz que ladel nitrato de plata, lo que reduce el tiempo de vida del estado metélico de

Ag en lanaturaleza [81].
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La Figura 4 muestra un resumen de los fendmenos que pueden ocurrirle a las AgNP en
el medio ambiente segin McShan et al. [80]. Al igual que la mayoria de las NP, uno de
los principales factores que determinara su destino es la pérdida y desplazamiento del
agente coadyuvante. Aquellos compuestos por sustancias como acido citrico,
aminoacidos, entre otros, estan covalentemente unidos a las NP. La dispersion de AgNP
en un medio biolégico o ambiental causara que este capping restablezca su equilibrio,
mayormente a través de la pérdida de sus moléculas. Algunas seran desplazadas por
otras moléculas disponibles en el medio, o también podria ocurrir que una parte de las
AgNP no tendran capping por la falta de sustanciaspresentesque lo puedan reemplazar.
Como resultado, la AgNP seran inestables en este medio. Otro factor importante que
determina el destino de estas NP, es la agregacién y/o la aglomeraciéon. Debido al
desplazamiento del capping provocado por otras moléculas como el agua o iones
inorganicos, la nanoparticula no se encontraria estable por si misma y entrara en un
estado de agregacion. Por Gltimo, otra reaccién posible es la oxidacion de la superficie
de la nanoparticula y la consecuente liberacidon del ion Ag*. La oxidacion puede ocurrir
en el medio ambiente y en fluidos biolégicos, como también dentro de las células, por

lo tanto, las AgQNP son capaces de liberar estosiones inclusive si se aglomeran.

| .. 1 1 . s
1 Agregacién h B 1 Estrésoxidativo '
1 | Interaccién con la ‘. Dafio en membranas X
: Desplazamiento del coadyuvante 1 superficie :_ 1
. T T e e e e - -
1 . ., s e A~ mmmmmh e e e e,
, Oxidacién de la superficie: Ag20 :‘  etres oxidat]
1 1 1 Estrésoxidativo
! Liberacion de Ag* ! Internalizacion ‘. Interaccién con proteinas
e e e e f ! Interaccion con &acidos nucleicos

Figura 4. Destino y toxicidad de AgNP en medios biolégicos y ambiente (modificado de McShan et al., [80])
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Muchos estudios han remarcado que la transformacién de las AgNP en el medio
ambiente esta fuertemente influenciada por la concentracion de iones sulfuros (& y
SH) y compuestos con coating de sulfuros, oxigeno disuelto, ClI', macromoléculas
biol6gicas (ADN y proteinas), entre otros compuestos organicos que poseen fuerte
afinidad tanto por la plata atémica como por laidnica. Los ligandos sulfuros son los mas
efectivos en reducir la toxicidad de las AgNP dado que forman compuestos Ag,S, [82].
La cinética de reaccién de las AgNP y sus mecanismos dependen del oxigeno disuelto,
pH, condiciones de luz, presencia de materia organica, asi como la alta o baja de
concentracion sulfuros. Por ejemplo, se sabe que las més pequefias (5.5 nm
aproximadamente) son menos estables y 50 veces més solubles en agua que las mas

grandes (76.6 nm) [83].

En losUltimos anos, lainvestigacién sobre la agregacion y transformacionesquimicasde
las AgNP se ha convertido en un “hotspot” parapredecir su destino en el ambiente [84].
Sn embargo, son escasos los estudiosque tienen en cuentala potencial disminucién de
la toxicidad de las AgNP cuando reaccionan con estas sustancias presentes en los
cuerpos de agua naturales. Dos factores claves para que ocurra la agregacién de las
AgNP en ambientes acuaticos son la presencia de electrolitos (especialmente Ca?* y
Mg?*) y de materia organica disuelta, y adicionalmente la luz solar podria acelerar
cambios en su morfologia, agregacion y sedimentacién [85]. Ademas, la materia
organica podria contribuir a la unién de las AgNP con las adyacentes y formar
“nanoestructuras”. Esta “fusion” o agregacién, a su vez, provocariala sedimentacién de
las AgNP. Por lo tanto, seriarazonable que la agregacion también disminuyala movilidad

de las AgNP en matrices como sedimento y suelos arenosos [84].

Las sustancias humicas conforman lamayor parte de lamateria organica en los sistemas
acuaticos, que a su vez contienen acidos hiumicos (AH). Estos ultimos tienen influencia
en labiodisponibilidad y toxicidad de compuestos organicos en los sistemas acuéticos, y
también el destino de las NP se ve condicionado en gran medida por la interaccién con

estas sustancias orgénicas naturales [86], [87].

La agregacién de las AgNP podria disminuir su toxicidad al quedar menosbiodisponibles

en la columna de agua, como fue demostrado en un ensayo con bacterias [88]. Gao et
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al. [89] demostraron que la presencia de materia organica natural (NOM), mas
precisamente AH, era capaz de reducir la toxicidad de las AgNP significativamente por
mecanismos de adsorcion a su superficie. Bajas concentraciones de AH fueron capaces
de estabilizar las suspensiones con AgNP e indujeron a la agregacién y deposiciéon de las
mismas. Concretamente, un ensayo con Cerodaphia dubia expuestas a concentraciones
crecientes de AH, demostré unaclararelacién entre el aumento de la concentracién de
AHy ladisminucién en latasa de mortalidad [90]. Un estudio con Oncorhynchus mykiss
expuestosa AgNPy AH, comprobé ladisminucién de los efectostdxicos por parte de las
nanoparticulas metalicas, tanto en su estadio como alevines como juveniles, debido a

que se aglomeraron [91].

Los cambios en las condiciones fisicoquimicas de los medios a donde llegan las AgNP
(por ejemplo, temperatura, salinidad y oxigeno disuelto) pueden afectar el estado de
agregacién de lasparticulas. Sustancias exopoliméricas (SE) excretadas por fitoplancton
y bacteriasinducen la agregacién de las AgNP, y pueden exacerbar o reducir su toxicidad.
Por ejemplo, las SEproveen ligandos para los téxicos (como losiones de metales traza)
queinfluyen indirectamente sobre los efectos potenciales. Las AQNP presentan unagran
tendencia a agregarse parcialmente, pero ante grandes concentraciones de Nad y en
presencia de cationes divalentes, las nanoparticulas pierden su estabilizacién
electroestética coloidal. En aguas dulces, la disolucién de las AgNP produce iones Ag*,
pero cuando aumentan los niveles de salinidad, los complejos AgCl son los mas
prevalentes [23]. Tanto en agua de mar como de ambientes de estuarios, la
concentracion de los complejos cloro-Ag es mucho mayor que en agua dulce, los cuales
son altamente biodisponibles. Consecuentemente, los organismos acuéticos marinos

son mas susceptibles a bioacumular Ag [92].

3.2.4 Efectostdxicos en losorganismos acuaticos

Como consecuencia de la produccion creciente de AgNP, aumenta la carga de Ag en los
ambientes, asi como los impactos sobre la biota [74]. Existe una gran preocupacién al
respecto dada la creciente evidencia de efectos téxicos de las AQNP en los organismos

acuaticos [93]. En este contexto, “The International Center of Technology Assessment”
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autorizo6 la peticién ala USEPA a tomar control sobre todos los productos de consumo
que contengan AgNP para evaluar el riesgo que conlleva su uso en el mercado comercial
[76]. A pesar de dicha preocupacion, si se compara la informacion publicada sobre las
AgNP con aquellarelacionada con estudios sobre su toxicidad, es evidente un retraso en

el tiempo y en la cantidad de documentos desarrollados (Figura 5).
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Figura 5. NOmero de bisquedas en Scopus (www.scopus.com) en junio de 2018 utilizando las palabras
“silver nanoparticles” y “silver nanoparticles AND toxicity” (“AND” significa la combinacién de las dos
palabras).

Esimportanteremarcar que lamayoriade estostrabajosque abordan losefectostéxicos
de las AgNP (al igual que otras NP) comprenden estudios celulares in vitro. No obstante,
para obtener una evaluacion méas completa y real, es necesario comprender los
mecanismos de toxicidad generados en diferentes organismos. El riesgo que conllevan
las AgNP debe ser cuidadosamente evaluado sobre los diferentes componentes del
ambiente, haciendo énfasis en los ecosistemas acuaticos por ser los sumideros finales

de muchos xenobiéticos [17], [52].

A continuacién, se detallan los principales efectos toxicos de las AgNP, con énfasis en

organismos acuaticos.
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3.2.4.1 Entraday acumulacién

La plata puede ingresar a los organismos través de varias vias como la ingestion,
inhalacion e inclusive por contacto con la piel. Losiones Ag* pueden atravesar el tracto
intestinal y respiratorio a través de las membranas mucosas [94]. En las superficies
externas de los organismos acuaticos, las AgNP son capaces de incrustarse mediante
fuerzas peri-cinéticas, atraerse electroestaticamente, y por altimo unirse a las
mucoproteinas. Aquellas superficies (como las branquias y el intestino de los peces)
generalmente estan cubiertas por una capa mucosa protectora donde se desarrolla un
biofilm con funcionesde defensainmunolédgica contrapatdégenos, parasitos o sustancias
téxicas [95]. Un tipo de respuesta por parte de lospeces a xenobidticosesla produccion
excesiva de este mucus (especialmente en el epitelio branquial), seguido por un cambio
en el nimero de células secretorasde mucus[96]. Se hademostrado unahipersecrecién
de mucusen los peces como respuesta ala exposicién a metales [97], y AgNP [98], [99],
[100], [101]. Asimismo, se ha comprobado un efecto biocida de las AgNP sobre las

colonias bacterianas que viven sobre la superficie de peces y oligoquetos[101], [102].

Unavezinternalizadas, las AGNP pueden ser facilmente absorbidaspor las célulasdebido
a sus propiedades fisicoquimicas, lo que les permite interaccionar con macromoléculas
biolégicas y ser transportadas a través del cuerpo de un organismo. Las AgQNP ademas
seunen adiferentesproteinaseingresan por el mecanismo de fagocitosis[94] y también

por endocitosis [103], segin el mayor o menor tamano respectivamente.

La acumulacién de Ag en érganos internos (higado, cerebro, intestino) y externos
(branquias) de peces expuestos a AgNP esta ampliamente reportada [101], [104], [105],
[106]. S bien existe controversia acerca de cual es la principal ruta de entrada, gran
parte de la evidencia sostiene que la via gastrointestinal en los peces es la mas
importante y el principal sitio de acumulacién es el higado [104], [105]. Por otro lado,
las AgNP también pueden quedar retenidas en la superficie de los organismos donde

causan otro tipo de dafnos [107].

Se han reportado altosniveles de Ag en el tejido blando de moluscos expuestos a estas

nanoparticulas [68], [108], [109], [110]. Una vez que las AgNP son absorbidaspor parte
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de las células de los moluscos, interacciona el ibn Ag* con la bicapa fosfolipidica lo que

causa desestabilizacién de sus membranaslisosomales [92], [111].

3.2.4.2 Estrés oxidativo

B principal efecto téxico causado por las AgNP es el estrés oxidativo. Al igual que todos
los compuestos que contengan Ag, las AgNP tienen la caracteristica de poseer gran
afinidad por los sulfuros que estan presentes en las macromoléculas como proteinas

[80], y al interactuar con ellasdafan su estructura.

La causa masimportante de latoxicidad del oxigeno es su propensién alatransferencia
de electrones que genera intermediarios reactivos o especies reactivas de oxigeno
(ROS). Hl oxigeno tiene la habilidad de aceptar electrones en el transporte electrénico
mitocondrial, o que lleva a la produccién de adenosin trifosfato (ATP) de alta energia
(mecanismo clave para organismos anaerébicos) [112]. Aproximadamente un 0.1-0.4%
del oxigeno se convierte en anidn superdxido (O27) [52]. En este proceso, se reduce a
agua (H20), y durante la cadenade reacciones se producen las ROS: Oy, radical hidroxilo
(‘OH) (radicales libres) y peroxido de hidrégeno (H2O2). Un radical libre es cualquier
especie capaz de existir independientemente que contiene uno o mas electrones
desapareados [113]. Aunque el H.O. no es un radical libre, es un agente reductor y
oxidante débil. Su naturaleza neutra le permite penetrar en las membranas celulares,
aunque su mayor importancia en el estrés oxidativo se relaciona por la capacidad de

servir como precursor ‘OH [113].

Un antioxidante se denomina a una sustancia que retrasa, previene o remueve dafos
oxidativos en una molécula blanco [113]. En organismos sanos, la produccién de ROS
esta relativamente balanceada por la actuaciéon del sistema de defensa antioxidante
(SDA). Esta defensa celular esta compuesta por (1) compuestos antioxidantes (como el
glutatién y las vitaminas Cy E) y enzimas antioxidantes; (2) un sistema de reparacion
directa, que puede reparar aminodacidos y proteinas dafadasy el ADN; y (3) un sistema

de reparacién indirecto que remueve y reemplaza los componentes dafnados [114]. En
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consecuencia, si ocurre un desbalance entre la generacién/remocién de ROS el SDA

resulta dafado [52].

Un exceso de sustancias antioxidantes para evitar dafnostiene un costo energético alto,
y en ocasiones conlleva menos energia reemplazar o reparar lasbiomoléculas dafiadas.
Respecto las enzimas antioxidantes, la glutation Stransferasa (GST) tiene un rol critico
en el SDA [115]. La reaccién masimportante catalizada por todas las isoformas de esta
enzima es la conjugacion del glutatién (GSH, tripéptido de cisteina, glutamato y glicina).
La GST puede catalizar la reduccion de peréxidos celulares a sus correspondientes
alcoholesy conjugar aldehidosinsaturados genotéxicos enddégenosformadosdurante la

peroxidacién de lipidosde membrana (LPO) [116].

Otras enzimas claves para la detoxificacién de ROS son la superéxido dismutasa (SOD),
glutatién peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT), en conjugacién con enzimas que proveen
equivalentes reductores como la glutatién reductasa (GR) (Figura 6). El GSH juega un rol
central en el proceso de detoxificacién: actia como antioxidante o como cofactor de la
actividad de GPx. La coenzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato en su estado
reducido (NADPH) debe ser oxidada (NADPH*) para mantener losnivelesde GSH através
de la actividad de la GR. Entonces, la GPx remueve el H,O, através de la conversion de
GSH (reducido) en su estado reducido al oxidado (GSSG), y la GRmantiene los niveles de
GSH a través de la oxidacion de NADHP. Por su parte, la CAT también cataliza la

descomposicién de H,O, a O, y H,O [113].

2H,0+20, 4 GSH NADP*

2 02 .o
40, 4 2 H,0,
410

Figura 6. Componentes enziméticos y principales reacciones del sistema de defensa antioxidante
(modificado de Halliwel & Gutteridge [113])
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Sn embargo, la disminucion o activacién de sustancias o enzimas antioxidantes, y el
incremento en la produccién intracelular de ROS son las causas principales del estrés
oxidativo. Uno de los blancos de las ROS son los &cidos grasos poli-insaturados
(polyunsaturated fatty acids, PUFA), caracteristicos por contener dos 0 méas uniones
dobles entre los carbonos. Los PUFA asociados a las membranas celulares son de
particular interés, incluyendo las mitocondrias, lisosomasy reticulo endoplasmatico. En
los PUFA, los atomos de hidrégeno asociados a carbonos saturados (hidrégenos
alifaticos) adyacentes a carbonos participantes de esas uniones dobles son susceptibles
a ser sustraidos por las ROS. Esta sustraccién representa la iniciacién a la peroxidacién
lipidica (LPO), por lo que la susceptibilidad de los PUFA se incrementa con el nimero de
unionesdoblesinsaturadas[112]. E efecto masimportante de la LPO esladisminucién
de la fluidez y permeabilidad de la membrana celular, lo cual facilita el intercambio de
fosfolipidos entre la bicapa lipidica e incrementa la fuga de ciertas sustancias que no
podrian cruzar la membrana sin ayuda de canales de transportadores especializados
(como el Ca?*). También tiene efectos directos sobre las proteinas constituyentes de las
membranas provocando su dafo, inactivando enzimas y canales i6nicos, y/o0

disminuyendo su movilidad lateral rotacional [113].

Lahabilidad de los NM en generar ROSradica en sus reacciones Unicasde catalisis redox
que se generan en la superficie; esto resulta especialmente relevante cuando las
particulas son de tamafno menor a <30 nm, dado que poseen una gran area respecto al
volumen [117]. Desde una perspectiva quimica las AgQNP pueden generar ROS de dos
formas: (1) la Ag cero-valente tiene un potencial relativo bajo que puede participar en
reacciones de Fenton que involucran al H,O, a pH acido, lo que genera la formacion del
radical hidroxilo OH y ladisolucion de las AgNP. (2) Las AQNP pueden formar ROScuando
los electrones oscilan a la misma frecuencia que la luz incidente de los fotones,
resultando en una superficie de resonancia de plasmén y dando lugar alaformacién del
radical superéxido O.”, que a su vez es capaz de convertirse en otras ROS[118]. Desde
un punto de vista biol6gico, esmas probable que ocurra la segunda opcién, dado que el

pH en los ambientes naturales comunmente oscila de 7 a 8 [52].

Alteraciones en el sistema enzimatico de defensa antioxidante, agotamiento de

sustancias antioxidantes y dafo oxidativo han sido ampliamente reportados, tanto en
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peces [105], [119], [121], [122], [123] como en moluscos [110] [124], [125] expuestos a
AgNP.

A modo de resumen, AshaRani et al. [103] propusieron un esquema de los principales
mecanismos de toxicidad por parte de las AgNP cuando interaccionan con la célula
(Figura 7). Las AgNP ingresan a la célula por pinocitosis 0 endocitosis y alli generan ROS,
causan disfuncion en las mitocondrias, danan proteinasy acidos nucleicos, y por ultimo
inhiben la proliferacion celular. Particularmente, las mitocondrias son organelas
sensibles, dado que las AgNP son capacesde acumularse por fuerade ellasy causar dano
directo obstaculizando su funcién en lacadenarespiratoria, lo que también generan ROS
(y estrés oxidativo), e interrupcion de la sintesis de ATP [126]. A su vez, las AgNP dafan
las membranas celulares afectando su permeabilidad y la estructura de las
macromoléculas. Por ultimo, las AgQNP son capaces de unirse al ADN y también generar
cambios en su conformacién, por lo que se las consideran como un inductor de

genotoxicidad [80].
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Figura 7. Mecanismo de toxicidad de las AQNP (modificado de AshaRani et al., [103])
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3.2.4.3 Genotoxicidad

En relacion al punto anterior, el ADN es otro componente celular clave susceptible al
dano oxidativo. De hecho, el principal efecto genotéxico reportado por parte de las NP

se debe ala produccién de ROS[52].

La internalizacion y acumulacion de las NP dentro de la célula promueve la interacciéon
directa con el ADN dentro del nlcleo o con los constituyentes celulares asociados
(nucleosomas, microtubulos, filamentos de actina, centrosomas). Las NP pueden
ingresar a través de la membrana por complejos transportadores nucleares de poros, o
ser atrapadas por el ndcleo mientras ocurre la mitosis. Una vez que ingresan, ejercen
diferentes interferencias quimicas en todo el material genético, ademas de alterar o
inhibir la replicacién, transcripcion y proliferacion celular [127], [128], [129]. Por su
parte, losiones Ag* se unen covalentemente con el ADN y pueden inhibir su replicacion

y la divisién celular [130], [132].

Las NP o los iones intracelulares liberados por ellas, pueden generar la liberacion de
DNasas al citoplasma y permitir su pasaje al nacleo celular y generar cortes en el ADN
[131]. La exposicion de células a AgNP ha generado alteracién de genes de reparacién
(dando lugar a danos), aumento de peroxidacion lipidica y estimulacién de factores de
apoptosis [53]. Existe evidencia que sustenta el dafno genotdxico por parte de las AQNP
en organismos como la proliferacion de micronudcleos, alteracion de funciones
mitocondriales, estrés oxidativo y cambios en el ciclo celular [123], [132], como asi
también la induccién de genes asociados a la reparacion del ADN [133]. También hay
evidencia de danos en el ADN en hemocitos de moluscos [109], [125] y eritrocitos de
peces [93], [101], [106], [134] a partir del ensayo cometa. Kawata et al. [133] sugieren
que se deberia revisar lo constatado por la USEPA al no considerar a la plata como un
elemento potencial cancerigeno para los humanos. A pesar que la nocidén del estrés
oxidativo generado por las AgNP esta respaldada por numerosas investigaciones, ain
quedan grandes vacios por llenar en cuanto a la dinamica de las AgNP y las ROS a nivel

celular.
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3.2.4.4 Metalotioneinas

La induccién de las metalotioneinas (MT) es otro biomarcador de gran relevanciay muy
reportado como mecanismo celular de defensa ante radicales libres. Se tratan de
proteinas no enzimaticas de bajo peso molecular, ricas en cisteina y conocidas por

poseer grupos tiol (-SH) capaces de unirse a metales pesados[135].

Las MT protegen las células de compuestos oxidantes y electrofilicos, los cuales
reaccionan con los grupos sulfhidrilos. Pueden activarse ante una gran variedad de
estimulos, incluyendo iones metalicos, citoquinas y factores de crecimiento [136].
Particularmente, son conocidas por formar parte de reacciones metabélicas “de rutina”
de metales esenciales, asi como de detoxificacion en caso de cantidades excesivas de
metales esenciales y no esenciales. Sin embargo, sus funciones biolégicas ain son un

tema en discusion [135].

Debido a su capacidad de unirse alos metales, las M T se consideran claves en el control
de la homeostasis de metales esenciales (cobre, zinc), por actuar como sitios de
almacenamiento en donde el metal estalisto para ser parte de unareaccidon enzimatica
en caso de una demanda metabdlica. Sn embargo, los metales no esenciales son
capaces de desplazar a los esenciales asociados con las MT. Entonces, su induccion
puede deberse a metales esenciales como no esenciales (en invertebrados y
vertebrados), pero varia intra e interespecificamente segun factores ambientales y
fisiolégicos propios del organismo en cuestion [135]. Entre sus funciones, las més
destacables serian: (1) homeostasis de metales traza esenciales (zinc y cobre), (2)
detoxificacion de metales no esenciales (cadmio y mercurio), (3) proteccién contra el
dano oxidativo, (4) remocién de radicales libres, (5) actuar como proteina multifuncional
[137]. La transcripcién de las MT esta regulada en respuesta a diferentes tipos de

estimulos, particularmente metales pesados, estrés oxidativo y glucocorticoides [137].

Se ha demostrado que la sintesis de MT aument6 varias veces en caso de estrés
oxidativo para proteger ala célulade efectostdxicosy remediar dafnos al ADN [136]. En

muchas especiesde moluscos, anélidos, crustaceos, entre otros, lainducciéon de M T ante
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la exposicion a contaminantes (plata, cadmio, cobre, mercurio) se ha reportado
ampliamente, lo que sugiere su uso como biomarcador en caso de exposiciones a
metales [137]. En vertebrados, con énfasis en peces, la detoxificacion de los metales
traza es un proceso que depende principalmente de la unién con las MT [135]. Existen
registros de la induccién de las mismas en proporciéon a la acumulaciéon de Ag en

moluscos expuestos a AgNP [110], [111].

3.2.4.5 Otros efectos toxicos

Numerosas investigaciones han demostrado la alteracion de una amplia gama de
biomarcadores en peces y moluscos expuestos a AgNP. Se han registrado cambios en
parametros morfométricos en peces, como en el indice hepatosomético (que refleja
danos a nivel hepético) [138], [139]. También la exposicion a las particulas metalicas
provoco un desbalance en losvaloresnormalesdelosandlisisde sangre de dicho animal,
como lo es un estado de anemia aguda [140] o aumento de glébulos blancos como

mecanismo de defensa contrainfeccionesy procesos inflamatorios[141].

Por otro lado, también se han registrado alteraciones de metabolitos plasmaticosy en
las reservas energéticas, como una produccion elevada de glucosa en el plasma y de
glucégeno en tejido de peces [142], [143], [144]. Esto resulta importante dado que
revela un aumento de fuentes de energia disponibles para que el pez utilice en

situaciones de estrés[145].

Por su parte, en lahemolinfa de los moluscos se ha corroborado desestabilizacién de la
membrana ante la exposicién a las AgNP [125], [146], lo cual revela dafos en los
lisosomas que son el principal sitio donde ocurre el secuestro de téxicos y mecanismos
de detoxificacién [147]. También en moluscos se ha reportado la alteracién de la
actividad de transporte de resistencia multixenobi6éticamediadapor lostransportadores
ABC. Esto es un factor importante respecto a procesos de detoxificacién de Ag, dado
que reduce la acumulacién intracelular y toxicidad por parte de este elemento [125].

Otros tipos de alteraciones se han evaluado en moluscos expuestos a AgNP como

35



Introduccion -

cambios en el comportamiento de alimentacién [68] y alteraciones en la

micromorfologia de la valva [148].

En cuanto a un mayor nivel de danos, las AgNP causaron histopatologias graves en
o6rganosque comprometen su estructuray funcién como branquiase higado [119] [149],
inclusive la proliferacion de células mucosas en piel, branquias e intestino como

mecanismo de proteccion [120].

Porotraparte, también las AQNP se han descripto como “endocrine disruptor” por parte
del “World Health Organization’s International Program on Chemical Safety”, es decir
una sustancia exdégena que altera la(s) funcién(es) del sistema endécrino y
consecuentemente causa efectos deletéreos en un organismo, su progenie o a nivel
(sub)poblacion [150]. Las AgNP son capaces de alterar las cascadas de sefalizacion de
receptores hormonales o no hormonales, la secrecion de hormonas y los mecanismos
de retroalimentacion o moduladores [52] [151]. Diferentes investigaciones con peces
han reportado danosen el sentido del olfato [152], induccién de estrogeno en individuos
masculinos [153], reduccién de enzimas como acetilcolinesterasa, asi como aumentos

en losniveles de glucosa plasmatica y cortisol [154].

Por altimo, la exposicién a AgNP ha sido relacionada con malformaciones de embriones
de moluscos[111] y peces[121]. Se ha comprobado que son capaces de ser absorbidas
y transportadas en embriones de peces al penetrar el corion por canales de poros, con

cinéticas de absorcién de difusion (en vez de transporte activo) [16].

Los efectos de las AgNP han sido mayormente reportados en concentraciones altas, en
el ordende mgL"'y en condiciones agudasde exposicion, mientrasque en losescenarios
reales ocurre la situacion inversa. Por lo tanto, son necesarios mas estudios que
consideren organismosexpuestosaconcentracionesbajasy ambientalmente relevantes
de AgNPy tiemposcronicos para obtener unainterpretacion méas realista de losriesgos

alosque estan sometidos efectivamente los ambientes acuaticosy sus componentes.
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3.2.5 Organismostest y biomarcadores

En el presente trabajo de tesis se propusieron como organismos test peces de habitos
dulceacuicolas y moluscos marinos. Laimportancia de utilizar los organismos acuéticos
para comprender los mecanismos de toxicidad de contaminantes emergentes como las
NP, radica en que cualquier alteracién en las condiciones naturales del medio causa
ajustes fisiol6gicos; consecuentemente, tales cambios sirven como biomarcadores de
contaminacion ambiental [155], [156], [157], [158]. Un “biomarcador” puede definirse
como una variable bioquimica, fisiolégica 0 anatémica determinable en un organismo,
cuya deteccidon y/o magnitud indica la presencia de uno o varios contaminantes [159].
Una situacion de estrés causada por la exposicion a una sustancia toxica desencadena
una cascada de respuestasbiol6gicas, donde cada una sirve como biomarcador. Cuando
estas respuestas son activadas, el potencial de supervivencia de los organismos puede
disminuir, dado que se reduce su capacidad de llevar a cabo mecanismos
compensatorios anuevos cambios ambientales [160]. De estaforma, losbiomarcadores
pueden usarse de una forma predictiva permitiendo la iniciacién de estrategias de
remediacion antes de que ocurran dafos ambientales con consecuencias ecoldgicas

irreversibles[115].

Los peces como organismos test han sido ampliamente utilizados y reportados para
evaluar impactos de contaminantes [115]. Al estar intimamente ligados a su habitat,
entran en contacto con los contaminantes de forma directa con el agua o el sedimento,
y por ingestién de otros organismos contaminados. Una sustancia se considera téxica
dependiendo de la concentracién en el ambiente, de cémo el pez la puede absorber y
de como se distribuird en el organismo. Existe una amplia evidencia que afirma que los
peces son buenos organismos para evaluar efectos téxicos generados por AgNP [101],

[105], [106], [119], [120], [155] [255].

Por otra parte, los moluscos se consideran organismos blanco al ser benténicos, dado
que las NP generalmente se aglomeran y depositan en la superficie de los sedimentos
[68]. Se alimentan de particulas en suspension, y pueden filtrar grandes volimenes de
agua y procesar microalgas, bacterias, sedimentos y NP (naturales o artificiales) [7],

[161]. H género Mytilussp., abundante en las costas marinasy estuarios, representa un

37



Introduccion -

modelo pertinente para caracterizar los potenciales impactos por parte de las NP[161].
Particularmente, en el agua de mar, la especiacion de Ag es sumamente importante
dado que dominala formacién del complejo cloro, y su biodisponibilidad y consecuente

acumulacion en estos organismos es elevada [18].

Teniendo en cuenta estos conceptosy los antecedentes existentes sobre los efectos de
AgNP (seccion 3.2.3) sobre los organismos acuaticos, en esta tesis se propuso un
enfoque multibiomarcador afin de comprender laentrada, acumulacion y efectos sobre
diferentes componentes de estos organismos. Ademas, se desarrollaron diferentes
disenos experimentales: ensayos in vivo y ex vivo, con diferentes tiempos de exposicion
(corto, subcrénico) y utilizando diversos medios de exposicién (agua dulce, marina y
solucién salina), apartir de loscualesse obtuvo un conjunto derespuestasque revelaron

los mecanismos de toxicidad de las AQNP sobre los organismos test.
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2. OBETIVOS

General

Comprender los mecanismosde toxicidad de nanoparticulas de plata (AgNP) en

organismos acuaticos.

Especificos

Se propone evaluar los mecanismosde toxicidad de las AgNP utilizando diferentes

modelos biolégicosy tres (3) diferentes tipos de ensayos:

(1) Ensayos in vivo con Prochilodus lineatus:

Evaluar los efectos biocidas de AgNP sobre las comunidades bacterianas
que viven en el mucus epidérmico de los peces

Determinar la acumulaciéon de Ag en diferentestejidos

Analizar respuestas hematolégicas y metabdlicas en peces expuestos a
AgNP

Evaluar en diversostejidos marcadores de estrés oxidativo

Registrar y cuantificar alteraciones histolégicas en las branquias

Obtener una vision integradora de los efectos téxicos a partir del analisis

simultdneo de lasrespuestas bioldgicas

(2) Ensayos ex vivo con branquiasde Piaractus mesopotamicusy Corydoras

paleatus:

Evaluar respuestas de marcadores de estrés oxidativo en branquias

expuestas ex vivo a AgNP y AgNO;

Analizar silos efectos observados en las branquias ex vivo son mitigados por

la presencia de acidos humicos en el medio
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(3) Ensayo in vivo con el bivalvo marino Mytilus galloprovincialis:

Determinar la acumulacion de Agtotal en el tejido blando del bivalvo
expuesto a AgNP

Analizar la estabilidad de la membranalisosomal y efectos genotéxicos en la
hemolinfa

Analizar respuestas de marcadores de estrés oxidativo e induccion de
metalotioneinas en la glandula digestiva

Examinar la actividad mediada por los transportadores de membrana en las

branquias
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5. M ATERIALESY M ETODOS

5.1 Ensayos in vivo con Prochilodus lineatus

5.1.1 Caracterizacién de las AgNP

Los ensayos se realizaron con nanoplata coloidal nanArgen® (solucién stock de 10.000
ppm), producida y comercializada por la empresa Nanotek S.A. (Argentina). Su
ingrediente principal se inform6 como plata metélica (n® CAS7440-22-4). De acuerdo a
la Hoja de Seguridad de M ateriales, el tamafo promedio de nanoparticula fue de 20-40
nm. E agente coadyuvante o coating estaba hecho de oligdmeros de glucosa,

principalmente celulosa nanocristalina.

Respecto a la caracterizacion del stock de AgNP se utilizd microscopia de transmision
electronica (TEM) para determinar el tamario y forma de las particulas. Rapidamente,
una alicuota de la solucién acuosa fue depositada en un filtro recubierto con carbono y
cobre de malla 400 (400-mesh carbon-coated copper grids). Luego de 1 min, el liquido
fue colado con papel de filtro (Whatman n® 4), para llevar a cabo el anélisis TEM a

temperatura ambiente con un microscopio electrénico JEOL 1011 operando a 100 kV.

Por otro lado, se llevd a cabo un andlisis de energia dispersiva (EDS) para la
caracterizacion quimica de la suspensién de nanoplata particulada. Adicionalmente,
una alicuota del stock de AgNP se dej6 secar al aire sobre un filtro recubierto con
carbono (carbon film-coated grid). Luego, se analizd6 la muestra por microscopia
electronica de barrido (SEM) en un equipo Zeiss EVO 40 (Carl-Zeiss, Oberkochen,
Germany) a 20.000x.

En paralelo, se evalud la liberacién de iones Ag” proveniente del stock de AgNP en el
agua de ensayo. Para esto, la suspension de AgNP fue filtrada en diferentes intervalos
de tiempo utilizando equipamiento de ultrafiltracion Vivaspin TM (30 kDa MWDO,

Startorius Stedim Biotech Gmbh), para que el filtrado final sea luego medido con un
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espectro de absorcidon atémica (EAA) VGP 210 (BuckScientific, East Norwalk, CT, USA)

por el método de atomizacion electrotérmica utilizando tubos de grafito pirolitico.

5.1.2 Pecesy aclimatacién

La especie seleccionada para los ensayos in vivo fue Prochilodus lineatus (sabalo)
(Pisces, Prochilodontidae) (Figura 8). Esta especie neotropical constituye un 60% de la
ictiofauna del rio Parand Medio (100 kg/hectarea) [162]. Es de habitos iliéfago-
detritivoro [163] por lo que esta muy asociada al sustrato en los cuerpos de agua.
Numerosas investigaciones han demostrado su sensibilidad a téxicosy su aclimatacién

y tolerancia a condiciones de laboratorio [164], [165], [166], [167].

Figura 8. Eemplar de Frochilodus lineatus.

Los ensayos se realizaron con juveniles obtenidos de un criadero de la regién (Pez
Campero, Parand, Entre Rios). Para la aclimatacién, los ejemplares se mantuvieron en
tanques de 120 L durante dos semanas, con agua declorada y aireacidon constante, y
fueron alimentados ad libitum con pellets comerciales. Los pardmetros del agua
fueron: pH 6.58; conductividad 178 mScm™, dureza total 48.01 ppm CO;Ca, calcio 16.0
ppm Ca™, magnesio 2.0 ppm Mg"™, alcalinidad 60.0 ppm CO3Ca, 61.50 CO3H". Las
condiciones de laboratorio fueron ciclos de 12:12 h luz-oscuridad y temperatura de
25+1 °C. Todos los experimentos se llevaron a cabo segun las normas institucionales

parala proteccion de bienestar animal [168].
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5.1.3 Ensayo preliminar: Determinacién de Clso

A fin de establecer las concentraciones subletales a testear durante los ensayos
definitivos, se llevd cabo un ensayo preliminar para determinar la concentracion letal
50, luego de 96 h de exposicion (CLsp-96 h). Ademéds, para la seleccibn de las
concentraciones a ensayar se tuvieron en cuenta resultados de experiencias previas
[169]. Se partié de una concentracion que no genera mortalidad en los juveniles de
sabalo (25 pg AgNP L'1), y se aplicé un factor de diluciéon de 0.6. Se ensayaron cuatro
concentraciones de AgNP (25.00 pg L'; 41.66 ug L'; 69.44 pg L'y 115.74 ug L") y un
grupo en ausencia de AgNP (control). B ensayo fue realizado bajo las mismas
condiciones de laboratorio descriptas para el periodo de aclimataciéon. Se utilizaron
peceras de vidrio de 25 L, que contenian 5 peces por pecera, con dos réplicas por
tratamiento. El ensayo fue de tipo estatico y los peces no fueron alimentados durante
su exposicion. Losindividuos muertos (sin movimiento opercular) se removieron de las
peceras de inmediato. Los porcentajes de mortalidad acumulada fueron registrados
cada 24 h. Luego de 96 h, se calculé la ClLsq utilizando el software de edicién gratuita

1.5 USEPA Probit (United Sates Environmental Protection Agency) [170].

5.1.4 Ensayo definitivo: Disefio experimental

Las concentraciones subletales de AgNP seleccionadas para el ensayo definitivo
fueron: 0 ug L' (control); 2.5 pg L' (~5% de la Clso); 25 pg L' (~50% de la Clso). Los
peces (n=120; 6.81+0.08 cm longitud estandar; 6.58+0.23 g) fueron ubicados de a dos
ejemplares en pecerasde 10 L, y cada tratamiento se replicoé 20 veces (Figura 9). Con el
fin de disminuir el estrés de los peces en condiciones experimentales, las paredes de
los acuarios fueron cubiertas con plastico negro. El ensayo fue semi-estatico, con
renovacién del 100% de los tratamientos (y control) cada 48 h. Los peces fueron
alimentados con pellets comerciales ad libitum una vez por dia por la mafiana
(aproximadamente 8:00 AM). Luego de 5 y 15 dias de exposicidon, los peces fueron
disectados para la toma de muestras de tejidos. Previo a la diseccién, los animales
fueron anestesiados con benzocaina [171], medidos, pesados y se les extrajeron las

muestras de sangre a través de un corte en el pedunculo caudal [172]. En el caso del
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ensayo de 15 dias, se extrajo una muestra de mucus epidérmico que se inoculé
inmediatamente en agar para el posterior conteo de colonias formadoras de bacterias.
Luego, se sacrificaron para la extraccién del higado, branquias, intestino, cerebro y
musculo. Las determinaciones hematolégicas se realizaron en el momento, y los
restantes tejidos fueron almacenados a -80 °C hasta su procesamiento. En el caso de
las branquias, se conserv6 el segundo arco branquial (lado derecho) de cada pez en

paraformaldehido (PAF) al 4% para las determinaciones histoldgicas.
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——p 0 pgAgNPL’
(control)

3 2.5 ugAgNPL"’

—p 25 g AgNP L’

s Tiempos de exposicion: 5y 15 dias \\
! Renovacién: cada 48 h )
A% 20 réplicas por tratamiento .

Figura 9. Esquema del disefio experimental con sabalos.
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5.1.5 Concentracién de plata en agua y tejidos

La medicién de la plata en agua fue llevada a cabo de acuerdo al método 200.2
descrito por la USEPA [173]. Se tomaron muestras de agua de todos los acuarios desde
el inicio (0 h) hasta finalizar el periodo de renovacién, cada 12 h (0, 12, 24, 36 y 48 h).
Un volumen de 100 mL de cada muestra se transfirié a vaso tipo Griffin, en donde se
agregd 2 mL de &acido nitrico. Este volumen se redujo a 20 mL al calentarlo (por
evaporacién), el cual se siguié calentando a 85 °C durante 30 min, manteniendo el

vaso cubierto con un vidrio reloj.

La preparacién de los tejidos (higado, intestino, branquias y cerebro) se realiz6 segin
el método 200.3 propuesto por la USEPA [174]. Las muestras de tejido fueron digeridas
en acido nitrico, calentandose a 95 2Cy por Gltimo se dejaron enfriar. Este proceso fue

repetido hasta que el tejido se disolvié completamente.

La cuantificacion de Ag en agua y tejidos se llevé a cabo siguiendo el método 200.9
[173], utilizando un espectro de absorcion atdémica con horno de grafito (GS AAS
Perkin ElImer AAnalyst 800) equipado con auto-sampler y con limite de deteccién de 1
ug Ag L' de muestra digerida. Las lecturas se realizaron con una curva de calibracién
utilizando un patrén calificado (Merk®. Una alicuota fue inyectada en el espectro, y las
lecturas se realizaron por triplicado. La lectura media arrojada por el espectro fue
utilizada para calcular la concentracién de Agtotal en las alicuotas digeridas de agua y

tejido.

5.1.6 Parametros morfométricosy hematol6gicos

Una vez finalizados los periodos de exposicién (5 y 15 dias), por cada ejemplar se midi6
con un ictidmetro la longitud total (LT) y estandar (medicién que excluye el largo de la
aleta caudal, LE) en cm, y el peso total (Pt) con unabalanza de precisién en g. Ademas,
se registrd el peso fresco del higado de cada pez (PHig). Entonces, estas medidas se
utilizaron para calcular factor de condicién (FC) y el indice hepatosomatico (IHS) como
indicadores generales del estado de los peces, segun lo propuesto por Goede & Barton

[175].
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FC =Pt x 100/ LE®

IHS = PHig/ Pt x 100

B conteo de glébulos rojos (GIR) fue realizado utilizando una camara de Neubauer. H
valor de hematocrito (Ht) se determin6é a través de tubos capilares que fueron
centrifugados a 1409 g durante 10 min. La concentracién de hemoglobina (Hb) se
midié segun el método de cianometahemoglobina de acuerdo a Houston [176]. A
partir de estos parametros sanguineos primarios se calcularon los siguientes indices
hematimétricos derivados: hemoglobina corpuscular media (HCM), volumen
corpuscular medio (VCM) y concentracion media de hemoglobina corpuscular (CMHC),

segun lo descrito en Cazenave et al. [177].

HCM (pg) =Hb x 10/ GIR

CMHC (%) = Hb x 100 / Ht

VCM (um®) =Ht x 10/ GIR
k (um®) )

Por otro lado, se realizaron dos extendidos sanguineos por pez, los cuales fueron
tefiidos con May Grunwald-Giemsa [176]. El conteo de glébulos blancos (GIB) se realizé
en relacion con el nimero de eritrocitos contados en campos seleccionados al azar,
siguiendo lo propuesto por Tavares-Dias & Ruas de Moraes [178], a partir de la

siguiente formula:

GIR/ pL
2000 glébulos rojos contados en el frotis

GIB L' = GBI contados en el frotis x
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Donde:
GIR uL'1: cantidad de glébulos rojos por pL de sangre
GIB uL'1: cantidad de glébulos blancos por plL de sangre

Adicionalmente, se calcul6 laférmulaleucocitaria a partir del conteo diferencial de 100
células blancas por frotis, estableciéndose el porcentaje de cada componente celular

(linfocitos, monocitos, baséfilos, neutréfilos, eosinéfilos) [179].

5.1.7 Conteo de unidades formadorasde colonias bacterianas

Las comunidades de bacterias presentes en el mucus epidérmico de los peces fueron
aisladas y analizadas segun Marques et al. [180]. Brevemente, en todos los peces
expuestos se tom6 una muestra del mucus epidérmico con ayuda de un ansa de 5 ug
que se pasd dos veces por el flanco derecho de los ejemplares (muestra de 10 ug en
total). La muestra se transfiri6 a tubos de ensayo que contenian 1.300 pL de agua
esterilizada (dilucién 1/130). Luego, 100 uL de cada muestra fue inoculada en cajas de
Petri que contenian agar (Trypto-Casein-Soy Agar, Biokar Diagnostics) para ser
incubadas a 25 °C durante 7 dias. Las unidades formadoras de colonias (UFC) se

contaron diariamente.

5.1.8 Estrés oxidativo

Las muestras de los diferentes tejidos (higado, intestino, branquias y cerebro) fueron
homogenizadas en buffer fosfato 0.1 M (pH 6.5), el cual contenia glicerol 20%, &acido
etilendiaminotetraacético 1 mM (EDTA) y ditioeritritol (DTE). El homogenato se
centrifugé a 20.000 g durante 30 min a 4 °C, y posteriormente el sobrenadante se
recolecté6 y almacené a -80 °C [181]. Las actividades enziméticas fueron medidas
colorimétricamente. La enzima superdxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) se determiné
segun Misra & Fridovich [182]. La enzima catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) segun Beutler
[183]. La enzima glutatién Stransferasa (GST, EC 2.5.1.18) se midi6 utilizando 1-cloro-

2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato, segun Habig et al. [184]. La actividad de la
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enzima glutation peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) se calculé de acuerdo a Drotar et al.
[185] utilizando H.O, como sustrato. Por Gltimo, la actividad enzimatica de la glutatién

reductasa (GR, EC1.6.4.2) se ensay6 segun Tanaka et al. [186].

La capacidad antioxidante contra radicales peroxilos (antioxidant competence against
peroxyl radicals, ACAP) se determiné através de la cuantificacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en tejido ante la presencia y la ausencia de aplicacién de un
generador de radicales. Los 6rganos fueron homogeneizados en un buffer fosfato a pH
7.4 0.1 M (NaH2PO4 10 M; KCl 0.15 M; EDTA 1 mM; 1,4-Dithiothreitol -DTT- 1 mM;
glicerol 10%) y centrifugados a 10.000 g a 4 °Cdurante 20 min. Los radicales peroxilos
se produjeron por descomposicion térmica (37 °C) de 2,2-azobis (2-
methylpropionamidine) dihydrochloride (ABAP, 4 mM; Aldrich). La concentracion de
ROS fue medida con fluorescencia en un lector de microplaca (Synergy Biotek) con un
compuesto fluorogémico, 2, 7-dichlorofluorescindiacetate (H2DCF-DA), en una
concentracion final de 40 uM, de acuerdo con la metodologia descripta en Amado et
al. [187] con las modificaciones propuestas por Monserrat et al. [188]. La medicién de
ACAP fue dada por la diferencia entre la fluorescencia medida en las muestrasluego de
30 min con y sin ABAP, y fue calculada segun la siguiente expresion: (FU 30 mingyn agap -
FU 30 mingn asap) / FU30 mingn asap). LOS valores altos del cociente de fluorescencia
fueron considerados como baja capacidad antioxidante, lo que sugiere una baja

habilidad por parte de las células de neutralizar radicales peroxilos [187].

Los niveles de peroxidacion lipidica (LPO) se determinaron en los tejidos a partir de la
medicidén de las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), de acuerdo a Yagi
[189]. B homogenato utilizado para esta determinacion coincidi6 con el
correspondiente al de ACAP. A cada muestra se le adicioné butilhidroxitolueno (BHT,
4%,) y &cido tricloroacético (TCA, 20% P/V), para una posterior centrifugaciéon a 8.000
rom durante 5 min. Luego, se le agregd acido tiobarbittrico (TBA, 0.7% P/V) y se
centrifugdé. Por altimo, las muestras fueron colocadas en un bafo a 100 °Cdurante 1 h,

para su posterior lectura final en espectrofotémetro a unalongitud de onda A=535 nm.

En todos los casos (actividades enziméticas, ACAP y LPO) los niveles se expresaron

segun el contenido de proteinas del homogenato, de acuerdo a la técnica de Bradford
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[190], utilizando albumina como estandar (Sigma). Todas las mediciones se realizaron

por triplicado.

5.1.9 Metabolitos plasmaticos y reservas energéticas

En el plasma sanguineo de los peces se cuantificaron los niveles de glucosa (Gla),
colesterol (Col), triglicéridos (Trig) y proteinas (Prot) utilizando kits colorimétricos
comerciales (Wiener lab.) testeados en peces [191]. La técnica para cuantificar la Gla
se basa en la medicién de la enzima glucosa oxidasa obtenida del Penicillium notatum
que presenta marcada especificidad por la D-glucosa. E &cido glucénico junto al
peréxido de hidrégeno se forman por oxidacion aerobia de la glucosa catalizada por
esta enzima [192]. E método para la cuantificacién del Col se fundamenta en que los
ésteres del colesterol presentes en la muestra son hidrolizados por la enzima
colesterol esterasa. El colesterol producido por esta reacciéon, sumado al colesterol
libre de la muestra, es oxidado por una enzima denominada colesterol oxidasa con
formacién de pero6xido de hidrégeno. Este Ultimo, en presencia de peroxidasa, oxida el

cromégeno 4-Aminofenazona/fenol aun compuesto de color rojo [193].

Los Trig se deteminaron a partir de la hidrélisis enzimética catalizada por la
lipoproteina lipasa [194], [195]. Respecto a las Prot, la técnica se basa en la reaccién de
los enlaces peptidicos de las proteinas reaccionan con el ion clprico en medio alcalino
para dar un complejo color violeta con méaximo de absorcién a 540 nm y cuya

intensidad es proporcional ala concentracion de proteinastotalesde lamuestra [196].

Para determinar el contenido de glucégeno (Glo) en higado y musculo de los peces, se
utilizé el método del reactivo de antrona segun Seifter et al. [197]. Las diferentes
muestras fueron homogeneizadas con 0.5 mL de KOH (60%) y 1 mL de KOH (30%) y
posteriormente incubadas en un bafo a 100 2C durante 30 min. Tras la digestion, se
adicionaron 4 mL de etanol absoluto y se dejé reposar a 4 °C overnight. Una vez
transcurrido este periodo, las muestras se centrifugaron a 3.000 rpm durante 20 min,
se eliminé el sobrenadante y el precipitado se disolvi6 nuevamente con agua destilada.

De esta disolucion se tom6 una alicuota que se hizo reaccionar con el reactivo de
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antronay se la incub6 en un bafo a 100 °Cdurante 15 min. Los tubos fueron leidos a
620 nm en espectrofotometro y la concentracion de glucégeno se determinéd

utilizando glucosa como estandar.

Respecto a la medicién de lipidos (Lip) en tejidos, se utilizd el método de Folch et al.
[198]. H mismo involucré los siguientes pasos: 1) extraccién de los lipidos totales, con
1 vol de muestra y 19 vol de mezcla cloroformo/metanol (2/1) (v/v). 1a) Lavado del
extracto crudo filtrado con soluciones adecuadas de sales y solventes para extraer las
sustancias no lipidicas del mismo y gotas de agua. 1b) Remocién de los fosfolipidos por
adsorcion con acido silicico. 2) Dosaje de trigléridos: 2a) Saponificacion de los
triglicéridos con KOH etandlico. 2b) Dosaje del glicerol, por oxidaciéon del mismo con
peryodato. El formaldehido producido se determina por reaccion con acido

cromotropico a 570 nm. Se utilizé trioleina como estandar.

Por Gltimo, para ladeterminacién de proteinas (Prot) en higado y musculo de los peces
se utiliz6 el método del Fenol de Folin, modificado por Lowry et al. [199]. A partir del
homogeneizado de las muestras, la técnica propuesta se lleva a cabo en dos etapas. En
la primera, las proteinas fueron tratadas con una solucién alcalina de cobre; y en la
segunda se adicioné el reactivo de fenol de FolinCiocalteau, siendo su constituyente
activo la mezcla acida tungstica-molibdica. Las proteinas provocan la reduccién de los
acidos fosfomolibdico y fosfotlngstico con pérdidade 1,2 6 3 atomos de oxigeno del
tungstato y/o molibdato, produciendo un complejo que tiene un color azul
caracteristico cuya absorbancia se midié a una longitud de onda de 660 nm. Se utilizé
albumina sérica bovina como estdndar. Todas las determinaciones fueron llevadas a

cabo por triplicado.

5.1.10 Andlisis histoldgicos en branquias

Las muestras de arcos branquiales de los peces que fueron conservadas en PAF 4% se
lavaron con agua de red, se deshidrataron segun diferentes graduaciones de etanol, se
lavaron en xileno, y por ultimo se embebieron en parafina. Luego, se hicieron cortes de
7 um de espesor, se montaron en portaobjetosy se tiferon con Hematoxilina y Eosina.

B célculo de las lesiones histopatologicas en las branquias se hizo a través del analisis
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de diez secciones por muestra elegidas al azar. Ademas, se realiz6 un analisis
morfométrico a partir de fotografias analizadas con el software gratuito Image J. Se
tomaron las siguientes medidas: longitud de la laminilla secundaria (LLS) y espesor
(ELS), distancia interlamelar (DI; en la base, zona media y apice), y el espesor del
epitelio basal (EEB) [200]. Por otro lado, se calculé la proporcién de la laminilla
disponible para el intercambio gaseoso (proprortion of secundary lamellae available

for gas exchange, PAGE) segun Nero et al. [201] como:

PAGE = 100 x (media EEB) / (media EEB + media LLS)

Para el analisis de las histopatologias, se empleé el método semicuantitativo
propuesto por Bernet et al. [202]. Las alteraciones en las branquias fueron clasificadas

segun los patrones de reaccion (pr):

(1) alteraciones circulatorias: resultado de una condicion patolédgica en los fluidos de la

sangre y tejidos (ej. hemorragias, aneurismas);

(2) cambios regresivos: revelan reduccion funcional o pérdida del érgano (ej. atrofias,

necrosis);

(3) cambios progresivos: conllevan un aumento de la actividad celular en los érganos

(ej. hipertrofia, hiperplasia);

(4) procesos inflamatorios: generalmente estan asociados a otros patrones de reaccion

(ej. infiltraciones, tumores benignos o malignos).

A partir de éstos, los indices fueron calculados segin la extensién de la alteracidon
patologica (“valor score”, VS) y la importancia patolégica (factor de importancia, Fl).
Segun la frecuencia de la alteracion en la muestra (porcentaje de tejido que presenta
un cierto tipo de alteracion), un VSse le asigné de 1 a 6. Respecto a al Fl, que informa
acerca si la patologia es reversible o no, un niumero de 1 a 3 fue asignado (propuesto

por Bernet et al. [202]).
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Lasumade los Fl y VSde cada patron de reaccion se expresd segin el indice de patrén

de reaccion (lpr). Este revela el grado de lesién del érgano, y se calculé como:

I pr = Z(a orgpr alt x w orgpr alt)

alt

Donde:
pr =patrén de reaccién; org = 6rgano (constantes)
alt = alteracion
a =valor score

w =valor de importancia

La suma de todaslas reacciones en un 6rgano es equivalente al indice del 6rgano (lorg).
B lorg en branquias (ly;) se determiné como la suma de las multiplicaciones entre los

factoresde importanciay los valores score de un determinado patrén de reaccion:

I br = Z Z(aorg x w orgalt)
rp

alt

(las explicaciones de las abreviaciones coinciden con el anterior)

Por otra parte, se realizaron cortes de branquias que fueron tefidos con &acido
peryédico (PAS) y alcian blue (AB) a pH 2.5 para identificar las células mucosas. Todas
las secciones tefidas fueron observadas en las condiciones descriptas anteriormente.
Las células de mucus (CM) fueron cuantificadas en diez secciones elegidas al azar en
los filamentos de branquias, segin la técnica de Sabéia-Moraes et al. [203] con

modificaciones propuestas por Paulino et al. [204].

Todaslas secciones fueron analizadas a partir de lasimagenes capturadas utilizando un
microscopio Leica Microsystem (Leica DFC 2900) a 200x, y a 400x para la cuantificacién

de células mucosas.
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5.1.11 Enzimastransaminasas en branquias

Las actividades de las enzimas alanino aminotransferasa (ALT, L-alanino-2-
oxaloglutarato aminotransferasa; EC 2.6.1.2) y aspartato aminotransferasa (AST, |-
aspartato-2-oxaloglutarato aminotransferasa; EC 2.6.1.1) se midieron en las branquias
de los peces utilizando un kit comercial (Wiener lab.), que se basa en la técnica de
Reitman & Frankel [205]. La mezcla de reaccién contenia 2 mmol L a-cetoglutarato,
sustratos especificos de AST y ALT (100 y 200 mmol L' de aspartato y alanina L,
respectivamente) en tampén fosfato (100 mM pH 7.4) segin lo propuesto por
Bacchetta et al. [206]. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de alicuotas del
homogenato, después de 30 min de incubacién a 37 °C se adicion6é 24-
dinitrofenilhidrazina y el producto de la reaccién se midi6 espectrofotométricamente
(A=505 nm). Cada muestra se midié por triplicado y la actividad enzimética se expreso

en funcion del contenido de proteinas[190].

5.1.12 Analisis estadisticos

En todos los casos, se tested la normalidad y homogeneidad de varianza de los datos
utilizando los test Shapiro Wilks y Levene, respectivamente. Las variables que no
cumplieron con alguno de estos supuestos fueron logaritmizadas (logio) y analizadas
nuevamente. Para la comparacion de medias entre los diferentes tratamientos, se
utilizé el analisis estadistico ANOVA de 1 via, seguido por el test a posteriori Tukey.
Para aquellas variables que no cumplieron el requisito de normalidad u homogeneidad
de varianzas, se empleé el test no paramétrico Kruskal Wallis. Las diferencias entre

medias se consideraron significativamente diferentes cuando el valor p<0.05.

Adicionalmente, se realizé un andlisis de componentes principales (ACP) con el fin de
obtener una interpretacion holistica de los efectos toxicos generados por las AgNP. B
andlisis multivariado se llevé a cabo teniendo en cuenta cuatro casos por tratamiento
por tiempo (N=24) y 29 variables (se consideraron aquellas que manifestaron
diferencias significativas respecto al control). En todos los casos, los analisis

estadisticos se llevaron a cabo con el software InfoStat [207].
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5.2 Ensayos ex vivo con branquias de Piaractus mesopotamicusy
Corydoras paleatus

5.2.1 AgNP, sal de platay sustancias hiumicas

Los ensayos se llevaron a cabo con el mismo stock de AgNP descripto en la seccidn
5.1.1. También se incluyé en el disefio experimental un tratamiento con nitrato de
plata (AgNOs;, marca Tetrahedron®, n® CAS 7761-88-8, con 99% de pureza segin la
Hoja de Seguridad). En cuanto a las sustancias humicas, se utilizé6 una sal sddica de

acidos humicos (AH) (Sigma-Aldrich).

B ensayo se realiz6 con una concentracion de AgNP o AgNO; (100 pg L'1). La seleccién
de esta concentracién se basd en la bibliografia disponible que evidencia efectos
téxicos de las AgNP en los organismos [73], [104], [105], [106], [121], [144], [207].
Respecto a las sustancias htimicas, se seleccioné una concentraciéon (10 mg L") que ha

demostrado efectos atenuantes con otros compuestos téxicos [89], [209].

5.2.2 Pecesy aclimatacion

Se emplearon como especies test juveniles de Piaractus mesopotamicus (pacu) (Pisces,
Characidae) y adultos de Corydoras paleatus (quitasueno) (Pisces, Callichthyidae). H
pacu (Figura 10A) es un pez omnivoro sudamericano que habita en los rios Paran4,
Uruguay, Paraguay y Rio de la Plata, muy utilizado en piscicultura por su buenatasa de
crecimiento en cultivos, la calidad de su carne y buen mercado de comercializacion
[210], [211], [212]. Los ejemplares juveniles se adaptan a condiciones de laboratorio lo
que permite su utilizacién como organismo test [169], [212], [213], [214]. Por su parte,
el quitasuenios (Figura 10B) es un pez neotropical con valor ornamental [215], [216]. Es
una especie muy comun, ampliamente distribuida en rios y lagunas del sur de Brasil y
Argentina. Presenta habitos bénticosy un sistema de respiracién aérea facultativo, por
lo que tolera bajas concentraciones de oxigeno [215]. Se ha empleado en estudios de
laboratorio por su facil manipulacién, pequenio tamano y gran tolerancia [177], [209],

[217], [218].
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Figura 10. Eemplares de Fiaractus mesopotamicus(A) y Corydoras paleatus (B).

Se emplearon un total de 30 individuos de pacu (7.95+0.76 cm longitud estandar;
19.90£5.03 ¢g) y 132 ejemplares de quitasuefios (3.95:£0.39 longitud estandar;
2.52+0.74 g). La variacién en la cantidad de peces de una u otra especie se debié a la
marcada diferencia de tamafno y, por lo tanto, de material biolégico (branquias)
necesario para las determinaciones posteriores. Los peces fueron comprados en
criaderos de la region, y luego de dos semanas de aclimatacién a las condiciones de
laboratorio (descriptas en la seccién 5.1.2) y alimentacion ad libitum, se realizaron los

ensayos.

5.2.3 Disefio experimental

Los ensayos se llevaron a cabo segun la metodologia propuesta por Britto et al. [219]
para branquias de peces. Luego de sacrificar los animales (pacu y quitasuenos),
inmediatamente se les extrajeron las branquias para sumergirlas en recipientes de
vidrio color caramelo que contenian 30 mL de una solucién salina compuesta por: 125
mM NaCl; 2.5 mM KCl; 0.94 mM MgSO,; 30 mM NaHCOsz; 1 mM NaH;POy; 1.25 mM
CaCly; 10 mM glucosa, apH 7.4.

B diseio experimental se detalla en la Figura 11. Por la gran diferencia de tamano,
cada hemibranquia (en el caso de los pacues) o aparato branquial entero (en el caso de
los quitasuenos) se sumergié de forma azarosa en los frascos segin los siguientes

tratamientos:
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(1) Control (solucién salina, SS),

(2) Control + 10 mg AH L™,

(3) 100 ug AgNP L™,

(4) 100 pg AQNPL" + 10 mg AH L,
(5) 100 pg AgNOs L y

(6) 100 pg AgNOs L' + 10 mg AH L.

E tiempo total de exposicion fue de 1 h, a 2541 °C, en condiciones de oscuridad y con
agitacion constante a 100 rpm. Todas las soluciones se prepararon en el dia, al
momento previo de ejecutar el ensayo, y la exposicion al medio correspondiente fue
inmediata a la diseccion de las branquias. Pasado el tiempo de exposicién, las
branquias fueron almacenadas a -80 °C hasta las posteriores determinaciones. H
ensayo con pacu consté de 5 réplicas, mientras que el de quitasuefos de 17 réplicas

(debido ala cantidad necesaria de tejido para las determinaciones posteriores).
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Figura 11. Eiemplo de esquema de disefio experimental con branquias de pact
(en el caso del ensayo con quitasuefios hubo 17 réplicas).
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5.2.4 Bstrés oxidativo

Sguiendo las técnicas descriptas anteriormente (seccién 5.1.8), se determinaron los
siguientes marcadores de estrés oxidativo: enzimas antioxidantes super6xido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation S-transferasa (GST), glutatién peroxidasa
(GPx), glutation reductasa (GR); medicion de niveles peroxidacion lipidica (LPO), y

capacidad antioxidante contra radicales peroxilos (ACAP).

Adicionalmente, se determind el contenido de glutation reducido (GSH) utilizando la
metodologia propuesta por Ellman [220] con modificaciones de Venturino et al. [221].
Se mezclaron partes iguales de la fraccion postmitocondrial con &cido tricloroacético
(TCA) 10% vy luego se centrifugd la mezcla durante diez minutos a 10.000 g. La fraccién
sobrenadante obtenida fue utilizada inmediatamente para evaluar el contenido de
glutation en un medio conteniendo 5,5’-Dithiobis(2- &cido nitrobenzoico) (DTNB) 1.5
mM y buffer fosfato de potasio 0.25 M pH 8,0. Los tioles acido-solubles fueron
cuantificados en un espectrofotometro Shimadzu UV-1800 midiendo la absorbancia a

412 nm y utilizando una curva de calibracién con GSH puro como estandar.

5.2.5 Andlisis estadisticos

Se llevaron a cabo los andlisis estadisticos descriptos en la seccion 5.1.12 para testear
la normalidad, homogeneidad de varianza de los datos, y comparacién de medias

entre lostratamientos.
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5.3 Ensayosin vivo con el bivalvo marino Mytilus galloprovincialis

5.3.1 Caracterizacion de las AgNP

Los ensayos también se realizaron con nanoplata coloidal nanArgen® a partir de
diluciones de una solucién stock (10.000 ppm) producida y comercializada por la
empresa Nanotek SA (Argentina). Para caracterizarlo, se llevaron a cabo las mismas
determinaciones descriptas en la seccion 5.1.1: microscopia de transmisién electrénica
(TEM), analisis de energia dispersiva (EDS), microscopia electrénica de barrido (SEM), y

liberacién de iones Ag” en el medio de solucién.

5.3.2 Moluscosy aclimatacion

Este ensayo se llevé a cabo en la ciudad de Siena (ltalia) en el marco de una pasantia
de investigacién. La especie de molusco marino utilizada como organismos test en este
estudio fue Mytilus galloprovincialis (Bivalvia, Mytilidae) (Figura 12). H cultivo de esta
especie alcanza varios miles de toneladas anuales en China (abarca la mayor
produccién), Sudéfrica, Espafna, Ucrania (entre otros paises europeos), por lo que esun
item alimentario de suma importancia para la poblacion humana [222]. B género
Mytilus sp., abundante en las costas marinas y estuarios, representa un modelo
pertinente para caracterizar los potenciales impactos por parte de las nanoparticulas

[161].

Figura 12. Ejemplares de Mytilus galloprovincialis.
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Los moluscos adultos fueron comprados de un criadero acuicola (Arborea, OR, ltalia)
(n=90 aproximadamente; 6.56+£0.22 cm). Inmediatamente, se colocaron de a 7-8
ejemplares en estanques de 7 L que contenian agua de mar natural (AMN), que fue
previamente recolectada de un &rea pristina en la Bahia de Talamone (GR, ltalia). Se
determinaron los parametros del AMN: 1.3% carbono orgénico total, 6.6 mg L' de
oxigeno total, 18+1 °C temperatura promedio, 40+1% de salinidad y pH 8%0.1. La
aclimatacion fue de 48 h, donde el AMN se renov6 diariamente. Las condiciones de

laboratorio fueron: luz-oscuridad natural y temperaturade 18+1 °C.

5.3.3 Diserio experimental

Para seleccionar las concentraciones de AgNP subletales a testear, se tuvieron en
cuenta los niveles ambientalmente relevantes [68] asi como estudios previos que
demostraron efectos téxicos en el molusco M. galloprovincialis[109], [110], [223]. Los
tratamientos entonces consistieron en la exposicién a: 0 ug (control); 1 pgy 10 ug
AgNP L durante 96 h. Se colocaron 7 moluscos en acuarios que contenian 7 Lde AMN,
y cada tratamiento consté de cuatro réplicas (Figura 13). Los moluscos no fueron
alimentados durante el ensayo, dado que el AMN proveia una fuente de alimento
natural. Todos los tratamientos fueron renovados cada 24 h (cambio del 100% del
AMN vy las respectivas concentraciones de AgNP). Antes de llevar a cabo las
renovaciones, el stock de AgNP fue sonicado 30 min, y las diluciones (preparadas en
agua ultrapura) otros 15 min en un sonicador HD 2070 Bandelin Electronic (Berlin),
para romper los posibles agregados. Las soluciones finales fueron preparadas en AMN
y mezcladas con vértex. Los parametros fisicos (temperatura, salinidad y pH) del AMN
se midieron diariamente. Se tomaron muestras de agua diariamente al inicio (0 h) y al

final de larenovacion (24 h) con el fin de medir la concentracion total de Ag en el agua.

Luego de 96 h, se prosiguié a extraer la hemolinfa de los moluscos desde el musculo
aductor con agujas estériles, y luego sacrificarlo para la diseccién de la glandula

digestiva y las branquias.
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Figura 13. Esquema del disefio experimental con moluscos marinos.
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5.3.4 Concentracién de plataen aguay tejido blando

La cuantificacién de Ag total en tejido blando se llevé a cabo por espectrometria de
absorcion atémica [173]. Al momento de la escritura de este manuscrito de Tesis
queda pendiente la medicion de Ag en el medio de exposicion de todos los

tratamientos del disefio experimental.

5.3.5 Desestabilizacién de la membrana lisosomal

La determinacién de la desestabilizacién de la membrana lisosomal (DML) se llevé a
cabo a través del método “Neutral Red Retention Time, NRRT” segun la técnica de
Lowe et al. [224]. La hemolinfa de los moluscos se diluy6 en una solucién salina
fisioldgica (Hepes 20mM, NaCl 436 mM, MgSO, 53 mM, KC 12 mM, CaCl, 10 mM) en
una relacién 1:1. Una alicuota de 200 plL se dejé adherir en un portaobjeto de vidrio
durante 1 h en condicionesde humedad a 18 °¢C. Los hemocitos entonces adheridos, se
incubaron con 200 pL con una solucién diluida de rojo neutro (Sigma-Aldrich) con
solucién fisiolégica, y luego de 15 min los portaobjetos fueron lavados con solucién
salina dos veces. Los citoplasmas tefidos de los hemocitos se observaron en un
microscopio 6ptico (Olympus U-25ND6) a 80x en intervalosde 15 min, para determinar
el tiempo en que el 50% de las células muestra el citoplasma teriido fuertemente, lo
que indica que la célula dej6 de retener por fuera el colorante para que no ingresara

por las membranas lisosomales.

5.3.6 Test de micronlcleos

B test de conteo de microntcleos (MN) fue realizado a partir de una muestra de
hemolinfa de los moluscos. La misma fue diluida en EDTA 10 mM en una relacién 1:1
en solucién fisioldgica salina. Una alicuota de 400 uL se ubicé en un portaobjeto, y se
lo dej6 secar durante 1 h a4 °Cpara que se adhiera. Luego, cada portaobjeto se ubicé
en un hellendal que contenia metanol frio y se lo mantuvo a -20 °2C durante 20 min.
Por ultimo, se retiraron del hellendal y se los dejé secar durante 1 h bajo campana.
Luego, se ubicaron los portaobjetos en otros hellendal que contenia una solucién de
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Giemsa al 6% (diluido en agua ultrapura), y se los dej6 durante 20 min a temperatura
ambiente. Los portaobjetos, ya coloreados, fueron sellados con un cubreobjetos.
Entonces, se prosiguié a realizar el conteo de MN con el microscopio 6ptico (Olympus
U-25ND6) a 80x. Las células micronucleadas se clasificaron segun el criterio general
aceptado para moluscos: citoplasma bien preservado, MN que no tocan el nlcleo
central, MN tefido similar o menor que el nucleo central y tamario menor a 1/3 de del

nucleo central [225].

5.3.7 Estrés oxidativo

Las glandulas digestivas de los moluscos se homogenizaron para obtener la fraccion
postmitocondrial (S9) segun Regoli et al. [227]. Por cada muestra, una porcién de 0.5 g
de tejido se homogeniz6 en un buffer sucrosa (K:HPOs 50 mM, sucrosa 0.75 M, EDTA 1
mM, DTT 0.5 mM, phenylmethanesulfonyl fluoride -PMSF- 400 uM, leupeptin 10 uM,
pepstatin A 1 uM, aprotinin 1 mg L', a pH 7.5) en una proporcidn 1:4 peso/volumen.
Las muestras fueron centrifugadas (Centrifuge Eppendorf 5804-R) a 12.000 g durante

20 min a4 °C. H sobrenadante () se almacen6 inmediatamente a -80° C.

La actividad de la enzima CAT (EC 1.11.1.) se calculd segin su funcién de peroxidasa
con el método espectrofotométrico propuesto por Regoli et al. [226]. Para su lectura,
se depositd en cubetas de cuarzo buffer fosfato pH 7 (a 20 °C), H.O> (150 mM, diluido

en buffer fosfato) y la fraccién 9. Cada muestra fue leida por triplicado.

La enzima GST (EC 2.5.1.18) se midi6 segln la técnica espectrofotométrica de Habig et
al. [184]. La medicién fue llevada a cabo en microplacas donde se aplicé 1.5 mM CDNB
(coeficiente de extincion 9.6 mM cm'1) en un buffer 0.1 M NaH,PO,/Na;HPO, (pH
7.42), 1.5 mM GSH en un buffer in 0.1 M NaH;PO4/Na,HPO.y la fraccién 9 fue
entonces diluida en el buffer de homogenizacién. El aumento de la absorbancia fue

medido en un intervalo de 3 min.

Los niveles de peroxidacién lipidica (LPO) fueron medidos a través de sustancias

reactivas de &cido tiobarbitirico (TBA) segin un método de cuantificacién de
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malondialdehido (MDA), un producto secundario del proceso de peroxidaciéon [228].
Por cada muestra, se tomé una alicuota de 200 pL del 9 para agregarle buffer fosfato
0.1 M (pH 7.4) y una solucién 20% TCA-0.01% BHT, para luego centrifugarla a 7.300
rmp a 4 °C durante 10 min. Una alicuota de 400 uL del homogenato resultante se
mezcld con una solucién 0.6 M HCly 25 mM TRIS120 mM TBA (pH 7.9), y se la incubé
a 80 °C durante 15 min. El sobrenadante fue medido espectrofotométricamente
(A=530 nm) para cuantificar el contenido de MDA. En todos los casos, las mediciones
se realizaron por triplicado y los valores se expresaron en funcion del contenido de

proteinas [190] utilizando albumina bovina como estandar.

5.3.8 Metalotioneinas

B contenido de metalotioneinas (MT) se midi6é en la glandula digestiva de los moluscos
segun la técnica de Viarengo et al. [229]. El tejido se homogeniz6 en un buffer (0.5 M
sucrose, 20 mM Tris, 0.006 mM leupeptina, 0.5 PMSF y 0.01% B-mercaptoethanol, pH
8.6) y luego se centrifugd a 15.300 rpom durante 20 min. El homogenato fue purificado
con una solucién de etanol frio/cloroformo y de nuevo centrifugado a 6.000 g por 10
min. Luego, al sobrenadante se le agregd HCl 37% y tres volimenes de etanol frio.
Después, las muestras se dejaron reposar a -20 °C durante 1 h, para luego
centrifugarlas a 6.000 g por 10 min y descartar el sobrenadante. El pellet restante fue
lavado con una solucién etanol/cloroformo/buffer de homogenizacién anti-proteasa y
centrifugado a 6.000 g por 10 min. El sobrenadante fue descartado, y los pellets se
dejaron secar luego de una evaporacion en flujo de nitrégeno. Para resuspender la
fraccién que contiene las MT, se les agregdé una solucién 0.25 M NaCl y 1 N HCl en
EDTA 4 mM. La concentracién de MT fue entonces cuantificada con valoracién
espectrofotométrica (A=420 nm) de los residuos sulfhidricos seglin la reaccién de
Blman. Una solucién de DTNB 0.43 mM en buffer fosfato 0.2 M (pH 8) y NaCl 2 M fue
agregada, y luego la muestra se centrifugé a 3000 g durante 5 min. B contenido de MT

se calculé en funcién de una curva estandar de glutatién.
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5.3.9 Actividad de transportadores de membrana

Luego del periodo de exposicién, las branquias de los moluscos fueron
cuidadosamente diseccionadas y se mantuvieron en AMN para la toma de biopsias
(Acu Punch, 6 mm ). La actividad de los transportadores de membranas se midié
segun la técnica de Luckenbach & Epel [230]. La incubacién de las biopsias de las
branquias se hizo en cajas de Petri de vidrio de 10 mL de volumen. Se plantearon los
siguientes grupos experimentales: 10 mL AMN filtrada (control), 10 ml AMN filtrada
con Calceina-AM (Ca-AM) 0.25 uM como sustrato, y 10 ml de AMN filtrada con Ca-AM
y 0.20 uM M K571 como inhibidor. Las cajas de Petri fueron incubadas en la oscuridad
en agitacién muy suave atemperatura ambiente. Después de 90 min de incubacién, las
biopsias se lavaron en AMN filtrada y se sonicaron de manera individual (30 s, 5 ciclos,
20 v de potencia) en un buffer de lisis (10 mM Tris, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, pH 7.4).
Las muestras obtenidas fueron centrifugadas a 13.000 g por 10 min a 4 °C, y una
alicuota de 200 pL del sobrenadante e transfiri6 a una microplaca negra para una
lectura fluorométrica en un equipo Victor 3 1420 Multilabel Counter (Wallak)
(Aexitacion=485 NM Y Aemisisn=530 nm). Para determinar el contenido de Ca-AM, los
valores fueron calculados utilizando una curva Ca-AM como referencia. La actividad
final se expresé en Unidades Arbitrarias de Florescencia (UAF), en funcién del

contenido de proteinas (Bradford, 1976).

5.3.10 Analisis estadisticos

Se llevaron a cabo los analisis estadisticos de descriptos en la seccion 5.1.12 para
testear la normalidad, homogeneidad de varianza de los datos, y comparacion de

medias entre lostratamientos.
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6. RESULTADOS

6.1 Ensayos in vivo con Prochilodus lineatus

6.1.1 Caracterizacién de las AgNP

Las imagenes del analisis por microscopia de transmisién electrénica (TEM) mostraron
que lasnanoparticulas eran esféricas de un tamafno promedio de 2948 nm (Figura 14A).
B andlisis de microscopia electrénica de barrido (SEM) confirmé las observaciones del
TEM (Figura 14B). H analisis de energia dispersiva (EDS) mostr6 el pico de sefial en el
caso de la regién de Ag, lo que confirm6 que es su componente principal (Figura 14C).
La plata (72.39%) fue el mayor constituyente en comparacion con el carbono (9.76%) y
el oxigeno (17.85%), como se muestra en la Tabla 3. La sefial débil para el oxigeno podria
provenir de lasmoléculasde polivinilpirrolidona que estaban en la superficie de las AQNP
como agentes estabilizantes. Por otro lado, las AgNP fueron altamente estables dado
que la liberacién de iones Ag en el medio acuoso fue s6lo de un 8% en 24 h, como lo

determiné la medicion por espectrometria de absorcion atémica (Figura 14D).
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Figura 14. Microscopia de transmision electrénica (A), microscopia electrénica de barrido
(B), espectro de espectroscopia de energia dispersiva (C), porcentaje de iones Ag* en
suspension después de 24 h (D).

Elemento Peso % Atomico %
CK 9.76 31.25

OK 17.85 42.93

AglL 72.39 25.82
Totales 100.00

Tabla 3. Espectro de espectroscopia de energia dispersiva de las AgNP.
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6.1.2 Ensayo preliminar: Determinacién de Clso

En el grupo control y la menor concentracion ensayada (25 pg AgNP L") no se registré
mortalidad de los organismos expuestos. En los demas tratamientos (41.66, 69.44 y
115.74 ug AgNP L") se observo un aumento en la mortalidad segln la dosis: 40, 60 y
100%, respectivamente. B analisis Probit arrojé un valor de Clsg.g6n, de 53.84 ug AgNP L

' con un 95% de confianza e intervalos de 35.29-82.18.

6.1.3 Concentracidon de plata en agua y tejidos

Respecto al medio de exposiciéon de los peces, se detectaron niveles de Ag total
correspondientes a un 95-100%de las concentraciones nominalesde AgNP. Ademas, no
hubo diferencias significativas de niveles de Ag total entre el inicio (0 h) y el momento
de renovacién de los tratamientos (48 h) (Tabla 4). No se registré mortalidad de los

individuos durante los periodos de exposicion (5 6 15 dias).

Oh 12h 24 h 36 h 48 h

Control <D <LD <LD <LD <LD
25 pugL? 2.47 £0.14 2.56 £0.23 255+0.16 2.50+0.13 2.46 £0.10
25 ug L* 25.13+0.16 23.04 +0.69 23.78+0.69 24.45+0.37 22.55+0.99

Tabla 4. Concentracién de plata total medida en el medio de exposicién (ug L™"). Los valores se expresan
como medias + EE. <LD: por debajo del limite de deteccion (1 pg Ag L' de muestra digerida).

En cuanto al contenido de Ag total en los tejidos, los mayores niveles se registraron
segun la siguiente secuencia: higado>branquias>intestino>cerebro (Figura 15). El higado
(Figura 15A) presenté un aumento de la concentracién de Ag luego de ambos periodos
de exposicion (ps4ias=0.0130; P154ias=0.0001). Ademas, en el caso de la exposicion a 25
1g L' se observé que luego del mayor tiempo de exposicién los niveles de Ag fueron 16
veces mayores respecto al periodo corto. En cuanto a las branquias (Figura 15B), los
nivelesde Agtotal aumentaron luego de la exposicion aambasconcentracionesde AgNP

y a ambos periodos de exposicion (ps dias=0.0045; p154ias=0.0019), y luego de 15 dias los
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niveles fueron 5 veces mayores que alos 5 diasde exposicion en el caso de 25 ug L. En

el intestino (Figura 15C), los nivelesde Ag aumentaron luego de ambas concentraciones

de AgNPy tiemposde exposicion, y éstosfueron 11 veces mayores en el caso de 15 dias

respecto alos5 diasen lamayor concentracién ensayada (ps gias=0.0002; p154ias<0.0001).

Por Gltimo, en el cerebro de los peces (Figura 15D) hubo un aumento significativo en el

caso de la exposicion de 15 diasa 25 pg AgNP L' (p=0.0041).
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Figura 15. Concentraciéon de plata en higado (A), branquias (B), intestino (C) y cerebro (D) de Prochilodus lineatus
expuestos a 2.5 y 25 pg AgNP L' durante 5 y 15 dias. Los valores se expresan como medias + EE. Las medias que no
comparten el mismo suscripto (a, b o ¢) en cada columna son significativamente diferentes a p<0.05.
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6.1.4 Parametros morfométricosy hematolégicos

La Tabla 5 muestra los resultados de los pardmetros morfométricos y hematoldgicos.
Todos los cambios significativos ocurrieron luego de la exposicibn a la mayor
concentracion de AgNP (25 pug L"). Luego de ambos tiempos de exposicion (5 y 15 dias),
el indice hepatosomatico (IHS aumentd (ps 4ias>0.0001; P15 4ias=0.0012). Los glébulos
rojos (GIR) y la concentracién media de hemoglobina corpuscular (CM HC) aumentaron
luego de la exposicion a 5 dias (p=0.0021 y p=0.0005, respectivamente). Pasados los 15
diasde exposicion, la hemoglobina corpuscular media (HCM) y la cantidad de linfocitos
disminuyé significativamente (p=0.0391 y p=0.0004, respectivamente). La cantidad de
monocitos aumentd luego de ambos periodos de exposicion (ps ¢ias=0.0032; p1s

dias=0.0006), y la cantidad de glébulos blancos (GIB) luego de 15 dias (p=0.0002).
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5 dias 15 dias
Control 2.5 uglL"’ 25 ug L™ Control 2.5 uglL"’ 25 ug L

IHE 0.44+0.04% 0.41+0.05* 0.75+0.04" 0.48+0.03° 0.49+0.04° 0.73+0.07°
FC 2.14£0.06 2.15+0.03 2.09+£0.04 2.07 £0.07 1.95+0.07 1.92 +0.06
GIR(10°ulI")  3.81+0.16% 3.83+0.16% 4.61+0.17%  2.06 +0.09 2.00+0.14 2.23+0.12
Ht (%) 43.77+£1.83 44.79+£1.65 47.03x1.55 40.85+1.56 39.07 £ 2.66 41.29£1.39
Hb (g dL™) 9.55+£0.35 8.90£0.24 10.09 £0.43 9.34 £0.28 8.35+£0.58 9.25+£0.37
VCM (um?) 118.48 +8.59 118.32+8.93 116.55+8.06 193.84+10.85 194.32 + 15.63 172.96 +11.39
HCM (pg) 2513+1.37 2350+0.94 21.46+2.04 46.45+1.53%  41.09+2.04% 38.80 £2.99
CMHC (%) 21.72+0.54% 19.76 £+0.41* 2520+0.86° 23.89+0.79 21.45+1.01 22.39+£0.32
GIB (uL) 7687 £ 992 6290 + 1460 7532 £ 1777 1709 £ 2272 2914 +484°% 6947 +722°
Linfocitos (%) 89.21+8.67 83.495+7.26 73.86+10.40 93.06+5.30? 88.1 £6.22° 69.84 +8.68°
Neutrofilos (%) 0.28 £0.62 0.56 £1.24 1.12+1.17 0 0 0
Eosinéfilos (%) 5.62 £5.29 5.66 £ 5.56 0.81£1.26 0 0.90+£1.34 0.72 £0.66
Monocitos (%) 4.89+4.09% 10.30+4.242 2421+10.97° 6.94+5.29° 11.00£6.432 29.44 +8.66°

Tabla 5. Parametros morfoldgicos y hematoldgicos de Prochilodus lineatus expuestosa 2.5y 25 ug AgNP L' durante 5y 15 dias. Los valores se expresan
como medias * EE. Las medias que no comparten el mismo suscripto (a, b o ¢) en cada columna son significativamente diferentes a p<0.05.
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6.1.5 Conteo de unidades formadoras de colonias bacterianas

La Figura 16 muestra los valores medios obtenidosen el conteo de unidades formadorasde
colonias bacterianas (UFC) presentes en el mucus epidérmico de los peces. Luego que los
ejemplares estuvieron expuestos a AgNP por 15 dias, latoma de muestra de mucus revel6
diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 14). Luego del dia 1, el mucus
inoculado que se tom6 de lospeces del tratamiento control mostré menoscantidad de UFC
quelospecesexpuestosa AgNP (p=0.0118). Apartir del dia2 hastael dia7 (final del conteo),
el numero de UFC disminuy6 significativamente (p<0.0001) en las muestras provenientes

de lostratamientos con AgNP, con respecto al control.
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Figura 16. Valores medios del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) a partir
de muestras de mucus de Prochilodus lineatus expuestos a 2.5y 25 ug AgNP L' durante
15 dias. Las medias que no comparten el mismo suscripto (a, b o c) son
significativamente diferentes a p<0.05.
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6.1.6 Estrés oxidativo

Las actividades de las enzimas antioxidantes, los niveles de peroxidacion lipidica (LPO) y la
capacidad antioxidante contra radicales peroxilos (ACAP) en higado, branquias, intestino y

cerebro estan resumidosen la Tabla 6.

En el higado de los peces se detecté un aumento de todas las enzimas antioxidantes en el
caso de la exposicion a 25 pg L' por 15 dias (psop=0.0094; pcar=0.0357; pgsr=0.0275;
pPer=0.0019; pgr=0.0011). Ademds, la capacidad antioxidante disminuyé (es decir,
aumentaron las unidades de fluorescencia) (p=0.0276), mientras que los niveles de LPO no
evidenciaron cambios. Respecto ala exposicién a AgNP por 5 dias, en el caso de la menor
concentracién de AgNP (2.5 pg L") hubo aumento de la actividad de la enzima CAT

(p=0.0034) y de los niveles de LPO (p=0.0039).

En las branquias de los peces se evidenciéo una disminucion de todas las actividades
enzimaticas luego de 5 dias de exposicion a ambas concentraciones de AgNP (psop=0.0094,
pcat=0.0357, pasr=0.0275, pgr=0.0019, paerx=0.0011). Luego de 15 dias de exposicion, la
capacidad antioxidante disminuy6 (hubo un aumento de las unidades de fluorecencia) en
los peces expuestos a 2.5 pg AgNP L' (p=0.0060), y los valores de LPO aumentaron en el

caso de la mayor concentracion (25 pg AgNP L") (p=0.0467).

En el intestino, s6lo se evidencié un aumento de la actividad de SOD (p=0.0411) luego de 5
diasde exposicion a 25 pg AgNP L. Finalmente, en el cerebro de los peces, las actividades
de lasenzimas antioxidantes SOD y GST aumentaron luego de 15 diasde exposicion a 25 ug
AgNP L' (p=0.0120 y p=0.0036, respectivamente). En ambos tejidos no se registraron

diferencias en los niveles de LPO o ACAP respecto al control.
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5 dias 15 dias

Control 2.5 ugL’ 25 ug L Control 2.5 ugL’ 25 ug L
Higado
SOD 169.18 +24.97 98.57 +17.14 113.54 £4.15 138.15+25.36% 102.20 +7.33% 352.83 +34.96"
CAT 47.09+2.90° 56.49+11.18° 41.75+4.07° 54.49+5.86°% 49.67 +5.56°2 108.36 £29.59°
GST 154.76 +35.46 176.62+14.13 180.74+23.52 257.29+26.29?% 253.56+32.472% 616.85+148.74"
GR 52.44 +6.77 42.29 + 3.54 41.49 £4.23 38.30 £4.45? 41.41 £ 3.35? 133.75+30.94°"
GPx 204.39+30.72 171.59+31.25 165.59+18.26 215.06+30.07% 167.52+22.392 605.13+144.21°
LPO 0.45+0.06° 0.69 +0.05° 0.42+0.03° 0.43 £0.07 0.40 £0.06 0.45+0.03
ACAP 2.32+£0.28 2.46 £ 0.21 2.48+£0.14 2.01+0.14% 2.47 +0.06 ® 3.21+0.42°
Branquias
SOD 141.65+19.96% 72.05+9.38° 76.57+10.20° 95.72 +15.56 130.48 £15.29 99.65+7.98
CAT 12.87+1.62° 7.41+0.82° 9.54+1.14% 13.67 £3.28 10.58 £ 1.54 12.57 £2.91
GST 292.6 +41.59% 159.21+18.05° 181.17£27.12° 146.37 +19.54 201.70 £42.02 191.94 £ 7.37
GR 62.69 +8.81°2 30.65+3.14°" 44 67 £7.22° 53.05+16.43 49.28 £ 10.51 49.22 +4.18
GPx 355.53+34.36% 196.15+19.49° 230.40+37.65° 277.67 +50.11 289.48 +48.78 223.85+15.83
LPO 0.28 +0.09 0.31 £0.07 0.47 £0.04 0.88+0.06% 1.15+0.16 % 1.48+0.26°
ACAP 0.25 +0.02 0.37 £0.11 0.35+0.05 0.62+0.06° 2.48 +0.69°" 0.56+0.09°
Intestino
SOD 152.13+33.93* 85.71 £9.28% 50.79 + 10.58° 121.7 £10.32 113.48 £21.90 73.97 £8.71
CAT 11.89£2.33 8.35+1.47 6.83 +0.27 10.35+2.35 10.59 £2.30 7.92+1.14
GST 310.95+£71.26 266.93+22.89 282.99 +37.07 237.92 £19.83 361.96 £99.08 268.50 £70.27
GR 52.94 + 14.80 38.05 +£6.09 59.33+10.12 34.84 £ 5.31 39.50 +£4.96 39.11£6.34
GPx 349.45+77.67 269.20+46.25 364.77 £58.03 205.04 £ 12.28 230.21 £48.15 194.51 + 26.94
LPO 0.89 £0.07 0.66 £ 0.07 0.95+0.10 1.99+0.20 1.57+0.13 1.74+£0.12
ACAP 1.20£0.15 1.01£0.19 1.23£0.09 1.65+£0.30 1.77 £0.42 1.60 £0.31
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Cerebro

SOD 132.57 +8.60 157.29+11.43 157.34+1556 106.06 £12.15*  104.32 +6.06* 190.14 + 30.52°
CAT 8.83+0.24 10.06 +2.46 8.12+1.32 6.8+£0.70 5.48 £0.07 7.52+1.14
GST 162.53+30.80 212.61+45.95 159.87+27.11 118.13+16.55% 105.93+12.07® 187.46+31.23°
GR 54.85 +2.28 71.21£7.71 57.65 + 14.21 45.03+5.74 28.03 +£5.04 45.73 +8.28
GPx 216.70£34.90 297.71 £60.93 226.35+30.99 170.95+4.78 149.79 +4.22 220.88 + 38.50
LPO 0.40+0.12 0.24 £0.03 0.50+0.12 0.18 £0.004 0.13+0.00 0.16 £0.02
ACAP 0.55+0.08 0.58 +0.07 0.42 +0.07 0.53+0.05 0.75+0.02 0.68 £0.07

Tabla 6. Actividades de las enzimas SOD, CAT, GST, GRy GPx, y niveles de ACAP y LPO en higado, branquias, intestino y cerebro de Prochilodus lineatus
expuestosa 2.5y 25 ug AgNP L' durante 5y 15 dias. Las actividades enziméticas estan expresadas en: U SOD mg prot™' (S0D), U mg prot-' (CAT), y mU
mg prot' (GST, GR y GPx). Los niveles de LPO en nmol TBARS mg prot-, y los niveles de ACAP en AUF (unidades de fluorescencia). Los valores se
expresan como medias + EE. Las medias que no comparten el mismo suscripto (a, b o ¢) en cada columna son significativamente diferentes a p<0.05.
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6.1.7 Metabolitos plasmaticos y reservas energéticas

La Tabla 7 resume los resultados obtenidos. Todos los cambios significativos fueron
registrados luego de la exposicion a la mayor concentracién de AgNP (25 pg AgNP L"). En
plasma, la glucosa plasmatica (Gla), proteinas (Prot) y triglicéridos (Trig) aumentaron luego
de 5 diasde exposicién (p<0.0001, p=0.0055 y p=0.0072, respectivamente). Sdlo en el caso

de los Trig los niveles se mantuvieron altosluego de 15 dias (p=0.0002).

En cuanto alasreservas energéticas tisulares, los cambios observados se registraron luego
de 15 dias de exposicion: el glucégeno (Glo) aumento sus niveles tanto en el higado como
en el masculo (p=0.0001 y p=0.0002, respectivamente), y en el caso del mlsculo también
se evidencié un aumento de las Prot (p=0.0015). Los niveles de colesterol (Col) no

mostraron cambios significativos entre lostratamientos.
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5 dias 15 dias
Control 2.5 uglL"’ 25 ug L Control 2.5 uglL"’ 25 ug L™

Plasma

Glucosa (g L") 0.38+0.03° 0.51+0.05° 0.91+0.06° 0.45 +0.06 0.42 +0.05 0.63 +0.03
Proteinas (g dL™) 3.43+0.12° 3.42+0.03° 4.08+0.15°  10.99+1.66 15.64 +2.10 15.92 +1.48
Triglicéridos (g L) 1.66+0.17 2 2.07+0.32%  3.14+0.09° 0.65+0.16° 0.23+0.02° 2.29 +0.61°
Colesterol (g L) 4.29 £0.11 3.96 £0.22 4.63+0.07 3.29 £ 0.49 2.77 £ 0.40 2.85+0.16
Higado

Glucégeno (umol g th™) NM NM NM 246.44 +563° 24754+ 41.13° 733.96+86.32°
Proteinas (mg g th™) 144.59 + 16.06 142.47 +13.50 117.20+£550 170.14+35.06 132.78 +14.20 121.31 +3.36
Lipidos (umol g th™) 12.928 +0.36 10.57 +1.66 11.26 £ 1.09 8.82 +0.89 10.76 £ 0.65 9.14 +£0.21
Musculo

Glucégeno (umol g th™) 0.37 £0.06 0.35 +0.04 0.37 £0.06 0.55+0.03° 0.63+0.03° 1.46+0.17"
Proteinas (mggth™) 86.01 +9.64 75.14+9.12  71.08+11.83 143.66+6.82% 126.97+15.17% 58.02+13.54°
Lipidos (umol g th™) 5.78 £0.76 5.24 +0.28 5.41 +0.54 4.13 £0.50 3.53+0.32 3.40 £0.17

Tabla 7. Metabolitos plasmaticos y reservas energéticas tisulares (en higado y musculo) de Prochilodus lineatus expuestosa 2.5y 25 ug AgNP L' durante 5y 15 dias.
Los valores se expresan como medias * EE. Las medias que no comparten el mismo suscripto (a, b o ¢) en cada columna son significativamente diferentes a p<0.05.
NM: no medido, th: tejido humedo.

78



Resultados -

6.1.8 Analisis histolégicos en branquias

La Tabla 8 muestra los resultados obtenidos en el analisis morfométrico de las branquias e
indices histopatolédgicos calculados. Respecto alos analisis morfométricos, lalongitud de la
laminilla secundaria (LLS) disminuyé significativamente en el caso de la exposicion a2.5 ug
L' durante 5 dias (p=0.0001). Luego de 15 dias, en el caso de la mayor concentracion (25 pg
AgNP L") se evidenciaron aumentos en espesor de las laminillas secundarias (ELS)
(p<0.0001) y en la distancia interlamelar (DI) (pspice=0.0320; Ppase<0.0001). La Dlyona media
aumenté pero en el caso de la exposicion de 5 dias (p<0.0001) a 25 pg AgNP L. A pesar de
estos cambios, la proporcién de lalaminilla disponible para el intercambio gaseoso (PAGE)

no se vio afectada en ninguno de lostratamientos o tiempos de exposicion.

Las alteraciones histolégicas halladas en las branquiasincluyeron hemorragias, aneurismas,
hipertrofia y fusiones (Figura 17). Estas patologias se clasificaron en dos patrones de
reaccién: alteracionescirculatorias (patron de reaccion, rpy) y cambiosprogresivos (rps). Los
indices de patron de reaccién (Irp+, Irps) (Tabla 8) no mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos. E indice del 6rgano (branquia, ly), por su parte, se vio
significativamente aumentado en el caso de lamayor concentracion y tiempo de exposicion

(25 pg AgNP L' durante 15 dias) (p=0.0407).

Por altimo, el conteo de células de mucus (CM) mostré un aumento significativo luego de
la exposicion a ambas concentraciones de AgNP por 15 dias (p<0.0001) (Tabla 8, Figura

17D).
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5 dias 15 dias
Control 25ugl’ 25 uglL’ Control 25ugl’ 25 gL’

LLS (um) 31.39+0.67° 27.85+0.82° 31.72+0.63* 32.54+0.54 33.54+£0.73 34.76 £0.70
ELS (um) 422 +0.15 3.88 £0.09 3.76 £0.09 3.85+0.09% 3.79+0.11°2 4.42+0.10°
DI (um)

Apice 7.49+0.36° 7.13+0.26° 7.87+0.25° 8.63+0.412% 9.91+0.52% 10.19+0.43°

Zonamedia 6.17+0.28% 6.77+0.26 ° 7.78 £+0.23" 7.61 £0.31 8.58 £0.34 8.60 £0.35

Base 8.60+0.35% 8.40+0.22" 7.73+0.19° 8.29+0.232 8.89+0.30% 10.22 +0.30°
EEB (um) 7.62+0.45%®  823+0.65° 6.52+0.17° 572+0.18® 592+0.25% 6.65+0.28°
PAGE 81.12+0.90 77.21 £1.71 82.48 +0.54 84.81£0.48 84.39+£0.72 85.07 £0.52
Irp+ 9.50+£1.19 9.50+£1.44 9.25+£0.75 12.00 £0.00 12.00 £0.00 12.00 £0.00
Irps 13.00 £4.33 13.50 £4.50 20.50 £2.60 1.00 £ 0.71 1.50 £1.50 10.00 £ 3.65
lor 22.50 £ 3.23 23.00£3.14 29.75+1.93 12.33+0.33* 13.50+1.50* 22.00+3.65°
CM 45.75 £ 4.01 36.00 £ 3.94 35.75+11.97 8.50+0.65% 20.50+1.89° 107.25+11.52°¢

Tabla 8. Analisis morfométricos e indices histopatoldgicos en las branquias de Prochiloduslineatus expuestos a 2.5y 25 ug AgNP L-'durante 5y
15 dias. Los valores se expresan como medias + EE. Las medias que no comparten el mismo suscripto (a, b 0o ¢) en cada columna son
significativamente diferentes a p<0.05.
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Figura 17. Secciones transversales de las branquias de Prochilodus lineatus expuestos a 2.5 y 25 ug AgNP L' durante 5y
15 dias. Estructura normal de la branquia que muestra las laminillas secundarias sin lesiones (A), con fusién total (flecha
negra) de las laminillas (B), con aneurismas (cabeza de flecha) y hemorragias (asteriscos) (C); y células de mucus (flechas
blancas) (D).
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6.1.9 Enzimas transaminasas en branquias

Las actividades de las enzimas transaminasas alanino aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) estan graficadas en la Figura 18. En el caso de la exposicién de 5
dias a AgNP, no se evidenciaron diferencias entre los tratamientos. Luego de 15 dias de
exposicion, la actividad de AST aument6 significativamente en el caso de 25 pg AgNP L
(p=0.0213). Por su parte, la ALT disminuyé en las branquias expuestas a 2.5 ug L'
(p=0.0019).

AST ALT
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Figura 18. Valores medios (+ EE) de las actividades de las enzimas AST y ALT en las branquias de Prochilodus lineatus
expuestosa 2.5y 25 ug AgNP L' durante 5y 15 dias. Las medias que no comparten el mismo suscripto (a, b o ¢) en cada
columna son significativamente diferentes a p<0.05.
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6.1.10 Anélisis multivariado

El analisis de componentes principales (ACP) (Figura 19) mostr6é que la mayor parte de la
varianza total de los datos (47.2%) puede explicarse por los dos primeros componentes
principales (CP1 y CP2). La interpretacién de los componentes principales puede llevarse a
cabo através del analisis de los autovalores de la matriz de datos >1. El ACP indicé que 7
autovalores cumplieron este requisito. Ademas, los coeficientes de correlacion son
significativos cuando son mayores que Vd/n, siendo d el numero de autovalores y n el
numero de variables. Entonces los coeficientes de correlacion >0,49 fueron indicativos de

una buena representaciéon de las variables en el ACP.

El primer componente (CP1) explicé el 25.6% del total de la inercia de los datos y ordend
principalmente los tratamientos (Control, 2.5 y 25 ug L"). De esta forma, sobre el CP1 se
distinguen claramente los ejemplares controles (sobre el lado izquierdo) de los expuestos a
AgNP. Las correlaciones positivas para el CP1 fueron: IHS, monocitos, glucosa en musculo,
SOD en higado, ACAP en higado, SOD en cerebro, Ag en cerebro, CAT en higado, GST en
higado, Ag en higado y Ag en intestino. Las negativas fueron: glébulosrojos, HCM, proteinas

en musculo, SOD en intestino y GPx en branquias.

Bl CP2 (21.6% de la varianza total) separ6 los tiempos de exposicion (5 y 15 dias). Este eje
mostré correlaciones positivas para: glébulos rojos, glébulos bancos, Ag en branquias,
triglicéridos en plasma y LPO en higado. Las correlaciones negativas fueron: HCM, glucosa
en musculo, proteinas en muasculo, SOD en branquias, CAT en branquias, GR en branquias,

LPO en branquias y GST en branquias.
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CP2 (21,6%)
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Figura 19. Representacion de los biomarcadores (en letras) e individuos (en dibujos) en el primer plano factorial del analisis de componentes principales. Se
representaron en el ACP los biomarcadores con coeficientes de correlacion >0,49. Las abreviaturas de los biomarcadores estén explicadas en el texto, a
excepcién de: Ag (acumulacién de Ag), Li (linfoncitos), Mo (monocitos), Pl (plasma), In (intestino), Br (branquias), Hig (higado), Cer (cerebro).
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6.2 Ensayos ex vivo con branquias de Piaractus mesopotamicusy
Corydoras paleatus

6.2.1 Estrés oxidativo

Todos losresultados de los parametros de estrés oxidativo se muestran en la Tabla 9 segun
los tratamientos (1) control (solucién salina); (2) control + 10 mg de acido hdmico (AH) L
(3) 100 pug AgNP L'; (4) 100 ug AgNP L'+ 10 mg AH L"; (5) 100 pug AgNO3 L'; y (6) 100 pg
AgNOz L'+ 10 mg AH L.

En el caso de las branquias de pacu (Piaractus mesopotamicus), se evidencié un aumento
de la enzima antioxidante CAT (p=0.0099) luego de la exposicion tanto de AgNP como a
AgNQOs, mientras que este efecto se vio mitigado cuando el acido hamico (AH) estuvo

presente en la solucion.

Respecto alas branquias del quitasuenos (Corydoraspaleatus), la exposicion a AQNOs causo
una disminucion significativa de la concentracion de GSH (p=0.0023) y de la actividad de la
enzima GST (p=0.0024). Por otra parte, las AgQNP provocaron un aumento en los niveles de
peroxidacién lipidica (LPO) (p=0.0047). En todos los casos los efectos se vieron atenuados

cuando el AH estuvo presente en el medio de solucion.
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SOoD CAT GST GR GPx LPO ACAP GSH
Piaractus mesopotamicus
Control 34.01+£11.34 1127.86+141.2% 34.243+10.42 10.92+1.37 118.75+23.15 0.22+0.03 2.72+0.65 225.95+37.66
Control + AH 34.97 +16.55 1405.39 +321.21%  45.83 +11.37 11.21+1.30 119.91+2599 0.25+0.04 2.17+0.49 229.49+41.98
AgNP 34.61+6.87 1802.12 +438.78° 40.59 £ 9.45 11.29+1.64 1152111246 0.23+0.04 2.11+0.47 226.04+13.05
AgNP + AH 33.12+13.43 1519.87 £243.75*  39.63 +19.84 9.05+3.06 118.72+41.18 0.29+0.05 3.80+1.43 231.97+35.14
AgNO; 34.23+17.15 1875.02+77.23° 4421 £12.74 11.89+245 115.07+18.25 0.22+0.06 2.27+0.34 255.99+42.22
AgNOs + AH 33.10 +16.11 1225.85+245.39%  36.66 +1.42 9.62+1.78 123.04+£29.94 0.34+0.05 4.49+0.49 238.48+46.61
Corydoras paleatus
Control 25.82+8.60 4702.90+1219.99 167.79+41.41° 35.05+12.65 106.91+11.94 0.66+0.12% 1.21+0.28 314.64 +26.14°"
Control + AH 26.42 +10.80 4045.03+832.82 154.48+22.96 28.61+12.68 120.87 +36.73 0.70+0.122 1.01 £0.13 294.13 +26.02"
AgNP 32.71+6.06 5143.49+1293.8 108.23+26.67*° 33.5+4.72 156.01+56.05 0.98+0.16° 1.2+0.38 258.35+70.15%
AgNP + AH 22,23 +6.83 4588.79+£2098.54 108.45+48.92% 33.84+16.91 124.3+65.78 0.72+0.14% 1.02+0.32 302.32+9.37°
AgNO; 34.75+6.50 4694.83 + 465.32 66.65+2.13% 33.14+5.7 127.7+13.14 0.47+0.09% 1.09+0.22 192.98 +48.63°
AgNOs + AH 39.03+8.36 4485.36 +1711.9 111.32+8.11%° 27.6+11.1 138.32+21.52 0.59+0.182 1.24+0.14 258.34 +26.10 2"

Tabla 9. Actividades de las enzimas SOD, CAT, GST, GRy GPx, y niveles de ACAP, LPO y GSH en branquias de Piaractus mesopotamicusy Corydoras paleatus expuestas a 100 ug AgNP y
AgNO; L',y 10 mg L' AH durante 1 h. Las actividades enzimaéticas estan expresadas en: U SOD mg prot-! (S0OD), U mg prot-' (CAT), y mU mg prot-' (GST, GRy GPx). Los niveles de LPO en
nmol TBARSmg prot-1, los niveles de ACAP en AUF (unidades de fluorescencia) y los de GSH en nmol mg prot -'. Los valores se expresan como medias * EE. Las medias que no comparten
el mismo suscripto (a, b o ¢) en cada columna son significativamente diferentes a p<0.05.
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6.3 Ensayos in vivo con el bivalvo marino Mytilus galloprovincialis

6.3.1 Caracterizacion de las AgNP

De manera similar al primer stock usado de AgNP (seccion 6.1.1, Figura 19), el analisis
TEM demostré que las nanoparticulas eran esféricas con un tamafno promedio de 3010
nm (Figura 19A). El analisis SEM confirmé las observaciones del TEM (Figura 19B). El
analisis EDStambién mostré sefales fuertes en el caso de laregién de Ag (debido a que
es su componente principal) y débiles para el oxigeno (Figura 19C). La plata fue el mayor
constituyente (81.59%) (Tabla 10). Las AQNP se mostraron muy estables en el medio de

solucién con una liberacién de iones Ag* del 1.3% en 24 h (Figura 19D).
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Figura 19. Microscopia de transmisiéon electrénica (A), microscopia electrénica de barrido (B),
espectro de espectroscopia de energia dispersiva (C), porcentaje de iones Ag* de la suspension de
AgNP después de 24 h (D).
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Elemento Peso (%) Atémico (%)

CK
OK
Cl K
AglL

Totales

3.06 12.99

14.99 47.78

0.49 0.70

81.47 38.52

100.00

Tabla 10. Espectro de espectroscopia de energia dispersiva de las AgNP.

6.3.2 Concentracion de plata en agua y tejido blando

Al momento de la escritura de este manuscrito de tesis se encuentran pendientes los

analisis de Ag en agua. La Tabla 11 muestra resutados de la concentracion de Ag en el

tejido blando que permiten afirmar un aumento luego de la exposicion a ambas

concentaciones de AgNP.

Tratamiento

mg Ag/ kg tejido humedo

Control

1pgL?

10 pg L’

0.055 +0.020

0.488 +0.057

4.933 +£0.903

Tabla 11. Resultados preliminares de concentracion de plata en tejido
blando de Mytilus galloprovincialis expuestos a 1 y 10 ug AgNP L
durante 96 h. Los valores se expresan como medias + DE.
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6.3.3 Desestabilizacion de la membrana lisosomal

La destabilizacion de la membrana lisosomal (DML) se evalué en los hemocitos de los
moluscos a diferentes intervalos de tiempo. Los resultados se muestran en la Figura 20
(los datos se expresan como % de desestabilizacién de los lisosomas en 5 tiempos
diferentes). Luego de la exposicion a ambas concentraciones de AgNP (1y 10 ug L"), el
50%de loshemocitos presenté DMLalos 90 min, mientras que aquellos pertenecientes
al grupo control, dicho porcentaje se alcanzd a los 120 min. Pasados 15 y 90 min, en el
caso de ambas concentraciones de AgNP, la cantidad de hemocitos con DML aumenté
significativamente (p15min=0.0071, pao min<0.0001). Luego de 30 min, también la cantidad

se aumenté en el caso de la mayor concentracién de AgNP (p=0.0014).
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Figura 20. Porcentajes de hemocitos con DML en funcién del tiempo de Mytilus
galloprovincialis expuestos a1y 10 pg AgNP L' durante 96 h. Los valores se expresan
como medias + DE. Las medias que no comparten el mismo suscripto (a o b) en cada
columna son significativamente diferentes a p<0.05.
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6.3.4 Test de micronucleos

La frecuencia de micronucleos (MN) en los hemocitos de los moluscos esta resumida en
la Figura 21. Se evidencié un aumento significativo luego de la exposicién a ambas

concentraciones de AgNP (p<0.0001).
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Figura 21. Porcentajes de MN en hemocitos de Mytilus galloprovincialis expuestos a1y
10 ug AgNP L' durante 96 h. Los valores se expresan como medias + DE. Las medias que
no comparten el mismo suscripto (a, b o ¢) en cada columna son significativamente
diferentes a p<0.05.

6.3.5 Estrés oxidativo

Los parametros de estrés oxidativo medidos en la glandula digestiva de los moluscos se
muestran en la Tabla 12. Se evidencié un aumento de la enzima antioxidante GST en el
caso de la exposicion a 10 ug AgNP L' (p=0.0047). En cuanto a CAT, no se evidenciaron
cambios significativos. Los niveles de LPO aumentaron en el caso de la mayor

concentraciéon (p=0.0047).
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Tratamiento CAT GST LPO
Control 463+0.78 2251 +1.43% 21627.41+955.17%
1ugl’ 520+0.17 24.32+2.26% 23784.02 +1992.40 °
10 pgL? 472+0.44 27.56+3.04° 32809.69 +3388.17°

Tabla 12. Actividades de las enzimas CAT y GST, y niveles de LPO en la glandula digestiva de Mytilus galloprovincialis
expuestosa1y10 ug AgNP L' durante 96 h. Las actividadesenzimaticas expresadas en umol min-*mg prot-', y LPO: nmol
MDA mg prot-'. Los valores se expresan como medias + DE. Las medias que no comparten el mismo suscripto (a o b) en
cada columna son significativamente diferentes a p<0.05.

6.3.6 Metalotioneinas

Como se muestra en la Figura 22, se evidenci6 induccion de metalotioneinas (MT) en el

caso de las glandulas digestivas de los moluscos expuestos a 10 ug AgNP L' (p=0.0463).
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Figura 22. Inducciéon de M T en la glandula digestiva de Mytilusgalloprovincialis expuestos
a1y 10 ug AgNP L' durante 96 h. Los valores se expresan como medias + DE. Las medias
que no comparten el mismo suscripto (a o b) en cada columna son significativamente
diferentes a p<0.05.
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6.3.7 Actividad de transportadores de membrana

La actividad de los transportadores de membrana en las branquias de los moluscos se

muestra en la Figura 23. Luego de la exposicién a 1 pg AgNP L', hubo una disminucion

estadisticamente significativa de la actividad (p=0.0134).
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Figura 23. Actividad mediada por los transportes de membrana en branquias de Mytilus
galloprovincialis expuestos a 1y 10 ug AgNP L' durante 96 h. Los valores se expresan como medias
+ DE Las medias que no comparten el mismo suscripto (a o b) en cada columna son
significativamente diferentes a p<0.05.
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7. DISCUSION

7.1 Ensayos in vivo con Prochilodus lineatus

7.1.1 Caracterizacién de las AgNP

Las nanoparticulas de plata utilizadas en este estudio resultaron ser de forma esférica
con un tamano de particula de aproximadamente 29 nm, segiun los resultados
arrojados por SEM y TEM. Este tamarfio de particula coincide con lo descripto por los
fabricantes. Adicionalmente, las AgNP fueron altamente estables y s6lo una pequefa
cantidad de iones Ag* fue liberada al medio acuoso (8%), hecho que se le atribuye a la
presencia de polivinilpirrolidona (PVP) como un agente estabilizante eficiente. De

hecho, la liberacién de iones alcanz6 el equilibrio alas 24 h.

Es importante tener en cuenta que las AgNP de diferentes tamanos y agentes
estabilizantes ejercen distintos grados de toxicidad en los organismos test, segun el
tiempo y las condiciones de exposicién [231]. La exposicién de Oncorhynchus mykiss a
diferentes tamanos de AgNP mostré6 que las NP mas pequefias (10 nm) eran mas
facilmente bicacumulables en los tejidos [104]. Sn embargo, Mehennaoui et al. [48]
no hallaron una correlacién positiva entre los niveles de acumulacién de AgNP y el
tamano de particula (20, 40 6 80 nm) en el crustdceo Gammarus fossarum; pero si,
segun el coadyuvante. Las AgNP con coadyuvante o capping de citrato fueron
mayormente absorbidas que aquellas de polietilenglicol. Este ultimo, al ser un
compuesto organico (como ocurre en la mayoria de las AgNP comerciales), les
otorgaria mas estabilidad a las NP al prevenir més eficientemente la interaccion con el
medio que las rodea, por lo tanto evitaria o reduciria su aglomeracién. Esta linea de
investigacion debe seguir estudidandose cuidadosamente para entender mas acerca de
este problemay preocupacién respecto a losriegos ambientales que conllevan las NPy
su toxicidad relacionada al tamafo “nano”, el coadyuvante utilizado y las propiedades

intrinsecas [66].

En el presente trabajo, la medicién de la plata total en el medio de exposicién no

mostré diferencias significativas en 48 h (tiempo de renovacion de tratamientos) en
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comparacion a las concentraciones nominales de AgNP (2.5 y 25 pg L"). En este
sentido, las concentraciones de Ag en agua representaron el 95-100% de las
nominales. Estos resultados coinciden con Ribeiro et al. [66], quienes describieron a las
AgNP como razonablemente estables luego de dos semanas, dado que registraron el
91% de las concentraciones nominales. Por el contrario, otros autores registraron el
40-50% de las concentraciones nominales luego de diferentes tiempos de exposicion
[104] [108] [169]. Esta variabilidad podria deberse a que el estado de agregacion y
disolucion de las AQNP en medios ambientales y biol6gicos dependen de como las NP
estén preparadas, el tipo de coating utilizado y las condiciones del medio de dispersién
[80]. Por lo tanto, es esperable que se obtengan diferentes resultados entre los

estudiosllevados a cabo con diferentes AQNP y condiciones experimentales.

7.1.2 Concentracion de plata en aguay tejido

Respecto a los niveles de Ag hallados en los tejidos de los peces, la mayor
bioacumulacién ocurri6 en el higado, seguido por las branquias, intestino y por ultimo
el cerebro de los peces (higado>branquias>intestino>cerebro), en el caso de la
exposicion a 25 pg L' durante 15 dias. B higado fue el érgano con mayor
bioacumulacion de Ag, lo cual coincide con lo reportado por varios autores. En
ejemplares de trucha arcoiris expuestos por 10 dias a AgNP, los niveles de Ag en
higado superaron varias veces los de branquias y rifidn, independientemente del tipo
de coating que tenian las nanoparticulas (citrato o PVP) [104]. También en el pez
medaka (Oryzias latipes) se analizé la acumulacién de Ag en varios tejidos (higado,
vesicula, corazdn, bazo, cerebro, rifndn, intestino, branquias, carcasa) luego de
condiciones subcrénicas de exposicion a AgNP, y el higado result6 el érgano con
mayores niveles de Ag (aproximadamente diez veces mayores que en los demas
tejidos) [105], [233]. Handy et al. [234] explican que los metales se depositan en el
higado de lospeces en formade granulos, por lo que las AQNP también podrian quedar
depositadas y asi el tejido alcanzaria altos niveles de concentracién de Ag. Panyala et
al. [94] sugieren que toda forma quimica de Ag se distribuye a través del sistema

circulatorio y principalmente se acumula en el higado. Entonces, el intercambio de
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xenobidticos entre las células sanguineas y los hepatocitos es maximizado, lo que

convierte al higado en el primer érgano blanco para muchostoéxicos[112].

En las branquias de los peces se evidencié un aumento de los niveles de Ag luego de
ambas concentraciones de nanoplata. Este érgano esta particularmente afectado por
los xenobi6ticos dado que es uno de los tejidos con mayor contacto con el medio de
exposicion y con un importante flujo sanguineo [235]. Se han encontrado altos niveles
de Ag en branquias de Danio rerio y Salmo salar expuestos a AgNP por tiempos de
exposicion cortos [101], [108], [144]. Wu & Zhou [105] analizaron un aumento en los
niveles de Ag en branquias de Oryzias latipes después de una exposicién a 0.24 mg
AgNP L' por 14 dias. Sn embargo, las concentraciones utilizadas en el presente
estudio (2.5 y 25 pg AgNP L") son considerablemente menores, y resulta destacable
que luego de la exposicidon a estas bajas concentraciones de AgNP, la Ag se acumulé

ampliamente en las branquias.

Las NP podrian quedar atrapadas en la capa de mucus de las branquias o ser
absorbidas por el epitelio branquial. A su vez, la capa de mucus que rodea al epitelio
puede actuar como una barrera y reducir la absorcién de las NP en las branquias [17].
En este estudio, la mayor concentracion de Ag fue medida luego de la exposicién a la
mayor concentracion y tiempo (25 ug AgNP L durante 15 dias), y al mismo tiempo se
observd una mayor proliferacion de célulasde mucus. Por lo tanto, en futuros estudios
seria pertinente cuantificar en forma separada la concentraciéon de Ag acumulada en el

tejido y aquella atrapada en la capa mucosa.

Otros tejidos acumularon Ag en proporciones menores. La concentracién de Ag en el
intestino de los peces fue cuatro veces menor que la del higado. En la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) expuesta a AgNP coloidal y sélida (0.1-1 mg L") por 21 dias se
encontré6 un aumento en la acumulacién de Ag en higado, branquias e intestino [236].
Los autores explicaron que la cantidad de agua bebida por el pez de agua dulce podria
aumentar varias veces en situaciones de estrés, por lo que el tracto gastrointestinal
seria una de las principales vias de entrada. Sn embargo, existen controversias acerca
de cudl es la principal ruta de entrada de las AgNP. Gaiser et al. [237] estudiaron la

absorcion potencial de las NP por la via del tracto gastrointestinal, y determinaron que
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la ingestion es una ruta viable para la absorcién de Ag por parte de diferentes células
epiteliales. Es decir que, la entrada de las AgNP en los peces puede haber ocurrido por
el tracto gastrointestinal (por el consumo de material aglomerado de NP junto con el
alimento o el agua bebida), a través de las branquias, o por ambas vias. Bergin &
Witzmann [238] trabajaron con mamiferos y mostraron que las NP grandes
permanecen en la mucosa del tracto gastrointestinal, mientras que las mas pequenas
ingresan al torrente sanguineo y se acumulan en érganos blanco donde causan efectos

deletéreos.

En el presente estudio se observé un aumento de losniveles de Ag en el cerebro de los
peces en el caso de la mayor concentracién de AgNP (25 ug L") y tiempo de exposicién
(15 dias). En el cerebro de Piaractus mesopotamicus, luego de ser expuesto a 10 y 25
ug L' de la misma marca de AgNP utilizada en este estudio, se observé un aumento de
la acumulacion de Ag [169]. Pretto et al. [236] hallaron altos niveles de cadmio en el
cerebro de Rhamdia quelen y explicaron que cuando ocurre la saturacién de la
capacidad de almacenamiento por parte del higado, se estimula el almacenamiento de
los metales en otros 6rganos. La presencia de Ag en el cerebro puede generar dafios
neurolégicos en los peces, como alteraciones en el desarrollo embrionario y en el

comportamiento de laslarvas [240].

7.1.3 Parametros morfométricosy hematolédgicos

B indice hepatosomatico (IHS) representa una medida del estado de crecimiento del
higado y de las reservas energéticas [241]. Por su parte, el factor de condicién (FC)
brinda una visién general del estado de salud de pez [242]. En el presente estudio no
se detectaron diferencias respecto al FC, mientras que el IHSaument6 pasados ambos
tiempos de exposicion (5 y 15 dias) en el caso de la mayor concentracién de AgNP (25
ug LY. En la misma linea, juveniles de trucha arcoiris expuestos a 0.28 y 47.60 mg
AgNP L' (en promedio) durante 28 dias no mostraron diferencias en el FC [242]. Sn
embargo, no se ha podido establecer un patrdn respecto a la respuesta del IHS segin
los diferentes estudios: en la trucha arcoiris expuesta a 32-32.000 mg AgNP L' el IHS

aumentd significativamente [138], mientras que disminuy6é cuando los peces fueron

96



Discusion -

expuesto a 3.000 mg L' por 8 semanas [122]. Considerando las bajas concentraciones
de AgNP utilizadas en este estudio, podriamos afirmar que P. lineatus es una especie

mas sensible a esta NP en comparacién con la trucha arcoiris.

Son pocos los estudios que consideran andlisis hematoldgicos para estudiar los
mecanismos de toxicidad de las AgNP [16]. Shaluei et al. [140] reportaron varios
cambios hematoldgicos en Hypophthalmichthys molitrix expuestos a 0.02-0.04 mg
AgNP L', y relacionaron los cambios con una anemia aguda provocada por las AgNP.
En nuestro estudio, los valores de GIRy de CMHC aumentaron luego de la exposicion a
5diasa 25 ugL", y s6lo la HCM disminuy6 en la sangre de P. lineatusluego de 15 dias.
Sn embargo, los resultados no son lo suficientemente robustos como para
relacionarlos con una anemia. Los valores recopilados para el sadbalo respecto a estas
variables indican que estan dentro del rango fisioldgico normal para la especie [244].
De forma similar, Clark et al. [245] no hallaron resultados consistentes en las células
sanguineas de la trucha arcoiris expuesta a bajas concentraciones de AgNP, y los
autores concluyen que las particulas metélicas generan disturbios moderados a estas

célulasque no llegarian a afectar la fisiologia normal del pez.

Respecto a los GIB, la cantidad aumenté luego de la exposicion a 25 pug L' durante 15
dias. Este resultado concuerda con lo hallado por Imani et al. [141], quienes
observaron un aumento de GIB en O. mykiss expuestos a 0.1-0.4 mg AgNP L por 8
dias. La leucocitosis es una reaccion caracteristica en los peces como respuesta a
sustancias que alteran sus procesos fisioldégicos normales [246]. Las AgNP tienen un
efecto estimulante en el sistema inmune inmediato que puede asociarse con una
disminucién de la respuesta inmunolégica no especifica [140]. Un aumento de los GIB
podria relacionarse con infecciones primarias causadas por téxicos y con infecciones
secundarias contraidas luego de condiciones vulnerables para los peces. Ademas,
linfopenia y monocitosis fueron observados luego de 25 ug AgNP L' durante 15 dias.
Los linfocitos son las células mas importantes en el sistema de respuesta inmune, y su
disminucién pudo haber sido producto de las condiciones estresantes que generd la
presencia de AgNP. Por su parte, los monocitos son macréfagos activos [246], por lo
que la monocitosis en los sdbalos podria indicar una respuesta para combatir las

infecciones primarias y secundarias como los procesos inflamatorios.
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7.1.4 Conteo de unidades formadoras de colonias bacterianas

La piel de los teledsteos secreta un mucus que tiene funciones inmunoldgicas. A pesar
de la presencia de factores antimicrobianos, el mucus es colonizado por bacterias que
desarrollan un biofilm benéfico para su salud [247], [248]. Los resultados obtenidos en
este estudio demostraron las propiedades bactericidas de las AgNP dado que el
nimero UFC provenientes del mucus aislado de los peces expuestos a AQNP disminuy6
significativamente. De manera similar, se ha mostrado que las AgNP alteraron la
microbiota intestinal y epidérmica de Danio rerio [101], [249] e inhibieron el
crecimiento de las bacterias en la superficie corporal del poliqueto Laeonereis acuta

[180] [250].

Las AgNP tienen el potencial de penetrar las membranas bioldgicas y llegar a la mayor
cantidad de érganos y tejidos diferentes en el cuerpo, donde ejercen sus efectos
antibacterianos [50]. Parandhaman et al. [251] estudiaron en detalle los mecanismos
bactericidas de particulas compuestas por nanosilica y plata sobre las bacterias gram-
negativas Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Los autores hallaron un aumento
dosis-dependiente en la actividad bactericida de las AgNP (~99% de las bacterias
fueron eliminadas ante la exposicién a 1.5 mg mL" por 5 h). S bien sostienen que el
debate acerca los mecanismos antibacterianos es complejo, sus resultados afirmaron
que la actividad antibacteriana de las AgNP es “particula-especifica” segun multiples
pasos: (1) cuando se aproxima a la célula, la unidén de la nanoparticula dafia la
superficie y membrana celular; (2) la desestabilizacién de las membranas celulares
aumenta la permeabilidad, lo que conduce a la fuga de materiales celulares; (3) las
AgNP penetran la membrana celular e inactivan la cadena respiratoria de las
deshidrogenasas, y consecuentemente alteran la respiracién por la fosforilacion, y
finalmente causan arresto metabdlico celular; (4) las AgNP simultdneamente
descompensan las membranas celulares a través del alto potencial redox por parte de
la plata; (5) las AgNP se unen a las proteinas intracelulares del ADN que estan difusas
en el citosol, lo que genera dafos en el material genético y alteraciones en la

regulaciéon de genes de proteinas que codifican para la muerte celular.

98



Discusion -

S bien los mecanismos bactericidas por parte de las AgNP se deben en parte a
propiedades intrinsecas (que a su vez depende del tamafo, forma, carga superficial y
solucién quimica donde se dispersan) cabe destacar que la disolucién del ion Ag* es un
factor determinante en sus efectos toxicos [251]. Este ion, independientemente de su
fuente de liberacion, es uno de los mas téxicos para los organismos acuaticos por
alterar mecanismos de osmorregulaciéon [78], [144]. H ion se une a las proteinas
superficiales de membrana a través de los grupos sulfhidrilos e inhiben el crecimiento
celular [252]. Por ultimo, respecto a los dafnos a nivel del ADN, la liberacién de los
iones Ag* permite que éstos se unan al material genético e interaccionen con el fésforo

remanente, y asi inhiben la replicacion [253].

7.1.5 Estrés oxidativo

Las AgNP tienen el potencial de generar estrés oxidativo a través de la produccion de
sustancias reactivas de oxigeno (ROS) y alteracién del sistema de defensa antioxidante
[80], [231]. En este estudio, se registr6 la induccién de todas las enzimas antioxidantes
en el higado de los peces expuestos a 25 pug L' por 15 dias. Esta activacién del sistema
de defensa enzimatico pudo prevenir el dafo oxidativo en el tejido. Govindasamy &
Rahuman [119], quienes expusieron Oreochromis mossambicus a 50 mg AgNP L' por 8
dias, sugieren que el sistema SOD-CAT es la primera linea de defensa contra la
toxicidad del oxigeno, lo que revela una estrategia para prevenir el dafno oxidativo. De
manera contraria, en embriones de Oryzias latipes [105] y Cyprinus carpio [120], asi
como en hepatocitos de Oncorhynchus mykiss [122] expuestos a AgNP, se observé la
inhibicion de la actividad de enzimas antioxidantes. Por su parte, la capacidad
antioxidante se vio disminuida en el higado de los peces expuestos a 25 pg L' por 15
dias. Este resultado indica un aumento de las ROS que el sistema de defensa
antioxidante no puedo prevenir, es decir, que la activacion del sistema enzimatico de
defensa antioxidante no fue suficiente para neutralizarlas y evitar su acumulacion.
Bermejo-Nogales et al. [254] encontraron un aumento de ROS en la linea celular
hepatica de peces expuestos 100 ug AgNP mL" y explicaron que las NP alteran la

cadena de transporte de electrones en las mitocondrias y asi causan efectos nocivos en
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varios niveles a través de la oxidacion de los constituyentes celulares, como lipidos,

proteinasy ADN.

En las branquias de Prochilodus lineatus se observé la inhibicién de la actividad de
todas las enzimas antioxidantes luego de la exposicién a ambas concentraciones de
AgNP (2.5 y 25 pg L") después de 5 dias de exposicion. Otros autores han reportado
resultados similares. En C. carpio expuestos a altas concentraciones de AgNP y cortos
periodos de exposicion, hubo una disminucion de la actividad de la enzima GST [120].
En células branquiales de Labeo rohitay Catla catla expuestas a bajas concentraciones
de AgNP por 96 h, se hallé inhibicién de la actividad de SOD y CAT, y aumento en los
niveles de LPO. Ademas, los niveles de GSH fueron disminuidos, lo que indicaria que el
estatus redox de la célula fue alterado, y que las AgNP provocaron estrés y efectos
téxicos dado que el GSH tiene un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis
redox [231]. En Perca flavescens expuesta a 1y 100 pg AgNP L' durante 96 h y 10 dias,
se encontrdé un aumento en los niveles de LPO que alcanz6 el maximo valor luego de
10 dias de exposicién [106]. Respecto a la capacidad antioxidante, hubo una
disminucion de la misma en el caso de la exposicion a 2.5 pg AgNP L' por 15 dias, lo
que indica que las nanoparticulas perjudicaron la capacidad de las células de
neutralizar los radicales. Esto concuerda con el aumento de los niveles LPO, por lo que
en estas condiciones de exposicién las ROS generaron dano oxidativo en las branquias.
Ademas, el aumento de LPO y disminucién de la capacidad antioxidante podrian estar
relacionados con la falta de activacion del sistema antioxidante por parte de la célula,
es decir, los mecanismos detoxificantes fueron inhibidos, por lo que radicales peroxilos
se acumularon en la célula y dieron lugar a que ocurra dafno oxidativo en lipidos. De
manera similar, en embriones del pez cebra expuestos a AgNP se hallé un aumento de
la produccion de ROS, a la vez que hubo una faltade activacién del sistema de defensa
antioxidante y los niveles de GSH fueron reducidos [255]. La medicidn de este
biomarcador no enzimatico podria contribuir a la explicacion de los resultados
obtenidos en lasbranquias de P. lineatus. A pesar que hay poca informacion disponible
que incluya la medicién de los niveles de ACAP, es un biomarcador complementario
que ayuda a entender como los antioxidantes interactian con las ROS de manera

integradora, en vez de medir un namero limitado de antioxidantes [187].
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En el caso del intestino de los peces, s6lo se evidenci6 la activacién de SOD luego de 5
dias de exposicién a AgNP, por lo que su sensibilidad a las nanoparticulas metélicas
resulté ser baja. Sn embargo, Atli et al. [256] consideraron que el intestino es un
d6rgano sensible al dafo oxidativo por evidenciar la inhibicion de CAT en O. niloticus
luego de la exposicién a 1-1.5 mg Ag* L''. Cabe destacar, que el disefio experimental
por parte de los autores tuvo en cuenta s6lo la toxicidad generada por el ion, y de
acuerdo con los resultados obtenidos de la caracterizacién de AgNP en este estudio, la
liberacion al medio de estos iones seria muy baja para que ejerza efectos tdxicos
consistentes en P. lineatus. A su vez, es bien sabido que los dafos provocados por el
ion Ag* difieren de aquellos provocados por las AgNP. A pesar que la toxicidad de las
NP metalicas se relacione con la liberacion del ion, todavia es incierto coémo y en qué

medida su liberacién influye en la toxicidad de las AgNP [257].

Por ultimo, se evidenci6 el aumento de las actividades enzimaticas de SOD y GST en el
cerebro de P. lineatusluego de la exposicion a 25 pg AgNP L' por 15 dias. El cerebro es
susceptible al dafio oxidativo por parte de los radicales libres dado que no sblo
contiene gran cantidad de lipidos insaturados, sino que también utiliza el 20% de la
demanda de oxigeno de todo el cuerpo. Ademas, este rgano cuenta con un sistema
de defensa antioxidante débil [113]. Segln Atli et al. [256], la induccién de la actividad
de CAT podria asociarse con un sistema de defensa antioxidante efectivo que
compensa la inhibicion (o falta de activacién) de otras enzimas. A pesar que la
actividad de CAT en cerebro de P. lineatus expuestos a AgNP no difirié de losdel grupo
control, se registr6 la activacién de las enzimas SOD y GST, lo que pudo ser suficiente
para prevenir el dafo oxidativo. En los cerebros de Piaractus mesopotamicus
expuestos ala misma marca de AgNP utilizada en este estudio (10 y 25 pug L") por 24 h
no se hallaron diferencias respecto alas actividades enzimaticas antioxidantes, aunque
los niveles de LPO si se vieron aumentados [169]. En los cerebros de C carpio
expuestos a AgNP durante 48 y 96 h, tampoco se observd activacién del sistema de
defensa antioxidante [120]. Sn embargo, la exposicién de 15 dias llevada a cabo en
este estudio podria ser una mejor aproximacién a los escenarios reales, y la activacién
de las enzimas antioxidantes podrian revelar una sefial temprana de defensa que evite

dano neuroldgico.
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7.1.6 Metabolitos plasmaticosy reservas energéticas

Todos los metabolitos plasmaticos de los peces aumentaron luego de 5 dias de
exposicion a 25 pug AgNP L', y sblo los triglicéridos (Trig) permanecieron elevados
luego de la exposicién subcrénica. H aumento de los niveles de todos los metabolitos
plasmaticos sugiere un aumento de fuentes de energia disponibles para que el pez
utilice en situaciones de emergencia [145]. Bajo condiciones de estrés, ocurren
respuestas primarias y secundarias. La liberacion de hormonas de estrés como el
cortisol al torrente sanguineo genera cambios quimicos en la sangre y tejido del pez
[258]. Esta respuesta primaria moviliza y eleva la produccion de glucosa, que es
mayormente mediada en simultaneo por las vias gluconeogénesis en el higado y la
glucogendlisis en el higado y musculo [142], [143]. Varios investigadores han reportado
altos niveles de cortisol plasmatico en peces como respuesta a la exposicion de AgNP
[240], [242], [259]. A pesar que en este estudio no se midieron los niveles de cortisol,
se observé un aumento de glucemia en el caso de los peces expuestos a 25 pg AgNP L™
durante 5 dias. Este resultado no fue acompafnado por cambios en los niveles de
glucégeno muscular. Entonces, las vias de gluconeogénesis y glucogendlisis en el
higado serian las responsables del aumento de los niveles de glucosa plasmatica.
Desafortunadamente, los niveles de glucogeno en higado no pudieron determinarse a
los 5 dias de exposicion a AgNP. De manera similar, Farmen et al. [144] observaron un
aumento de glucosa plasmatica en Salmo salar expuestosa 100 ug AgNP L' durante 48
h, y Shaluei et al. [140] encontraron un aumento en la glucemia de H. molitrix
expuestos a 10 pg AgNP mL'. Massarsky et al. [139] hallaron un aumento en la
glucogendlisis cuando expusieron hepatocitos de la trucha arcoiris a 0.01, 0.02 y 0.04
mg AgNP L' durante 3 y 7 dias. Esta estimulacion fue independiente del receptor y
sugiere que las AgNP afectan las vias de sefiales celulares para la regulacién de
hormonas. En el presente estudio, se evidenci6 un aumento en los niveles de
glucdgeno en el higado y musculo de P. lineatusluego de la exposicion a 25 ug AgNP L™
durante 15 dias. Este contraste de resultados se podria explicar por las diferencias en
las condiciones experimentales y concentraciones de AgNP. Es importante resaltar que
el aumento en el contenido de glucégeno puede incrementar la masa himeda del

tejido a causa de la incorporacion de agua dentro del complejo del glucdgeno [243].
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Esto podria explicar el aumento en el IHS en el caso de los peces expuestos a 25 ug

AgNP L.

En el plasma de los peces expuestos a la mayor concentracion de AgNP (25 pg L) por
5 dias se evidenci6 un aumento en los niveles de proteinas, lo que sugiere la presencia
de procesos inflamatorios. Las AgNP pueden ingresar a las células de diferentes
tejidos, generar ROS y finalmente inflamacién [134], [260]. Este resultado es
consistente con el aumento de monocitos en la sangre de los peces y con la alteracion
de marcadores de estrés oxidativo en los 6rganos. Otros autores también encontraron
cambios en los niveles de proteinas plasmaticos luego de la exposicion a AgNP.
Vignesh et al. [257] reportaron un aumento de la concentracion de proteinas en el
suero de Labeo rohita expuestos a 50 ug AgNP L' por 21 dias. Contrariamente,
Monfared et al. [261] observaron una disminucién en las proteinas totales en el suero
de O. mykiss expuestos a altas concentraciones de AgNP (3-1000 mg L") por 8
semanas. Las discrepancias entre losresultados pueden ser atribuidas a varios factores
como las concentraciones de AgNP, tiempos de exposicion y diferencias
interespecificas. En el musculo de P. lineatus expuestos a 25 pg AgNP L por 15 dias, el
uso espontaneo de aminoécidos utilizados en reacciones catabdlicas podria explicar la
disminucién del contenido proteico para aliviar el estrés [257]. Los niveles de proteinas
dependen de la dindmica del equilibrio entre su sintesis y su tasa de degradacion. Un
nivel de cortisol alto a causa de condiciones de estrés aumenta la proteélisis en los
miocitos [262]. Adem&s, los niveles de proteina hepéatica mostraron una tendencia a
disminuir luego de ambos periodos de exposicién a AgNP (5 y 15 dias). El catabolismo
de proteinas libera aminoacidos, los cuales son considerados uno de los principales
precursores gluconeogénicos en mamiferos y peces [263]. Tanto la disminucién de
proteinas en musculo como el aumento de aminoacidos en plasma, podrian haber
aumentado la gluconeogénesis y la sintesis de glucdgeno en el higado. En este estudio
observamos un aumento en los niveles de glucdgeno y un leve aumento en la glucosa
plasmatica de los peces expuestos a 25 ug AgNP L por 15 dias. Otros metales como el
cadmio también generan una fuerte protedlisis que resulta en una disminucion de los

niveles de proteina en musculo [263].
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La hipertrigliceridemia observada en peces expuestos a 25 pg AgNP L' por 15 dias
estuvo acompanada de niveles normales de lipidos en higado y masculo. H contenido
de triglicéridos plasmaticos es el resultado de un equilibrio entre la secrecién hepatica
y su remocién por parte de los diferentes tejidos periféricos, sin embargo, més analisis
son necesarios para entender los efectos de la AgNP sobre dichos procesos

metabdlicos.

7.1.7 Anélisis histol6gicos en branquias

B indice del 6rgano (indice de branquias, l,) aumenté en el caso de los peces
expuestos a 25 pg AgNP L' por 15 dias. Bernet et al. [202] consideraron de gran
importancia el valor de este indice, dado que un aumento representa un alto grado de
dano en el érgano. Las histopatologias en branquias halladas en el presente estudio
concuerdan con la manifestacion de otros biomarcadores como el aumento de los
niveles de Ag en tejido y de LPO. Principalmente el aumento del Iy, se relaciona con la
frecuencia de las fusiones e hipertrofias observadas en las branquias de los peces
expuestos a AgNP. Schlenk & Benson [264] resaltaron la importancia de las branquias
como érgano blanco para compuestos téxicos dado que exhiben una larga superficie
que esta en contacto directo con potenciales irritantes de manera constante.
Smilarmente, también se ha reportado dafo histolégico (congestion leve de los vasos
sanguineos, fusiones e hiperplasias) en las branquias de Oreochromis mossambicus

expuestos a altas concentraciones de AgNP (25, 50 y 75 mg L") durante 8 dias[119].

Las branquias poseen células mucosas localizadas en la capa epidérmica de la piel que
cumplen varias funciones protectoras como la excrecion de sustancias de desecho,
resistencia contra enfermedades y comunicacion [265]. Luego de 15 dias de exposicion
a ambas concentraciones de AgNP, la cantidad de células mucosas (CM) aumenté
significativamente en los filamentos branquiales de P. lineatus. Este resultado
concuerda con Lee et al. [120], quienes expusieron a C. carpioa 50y 100 ug AgNP L'y
detectaron un aumento de células mucosas (CM) luego de 40 y 96 h. Los autores
explicaron que un aumento en el numero de CM es una respuesta corporal necesaria

en el pez para contraatacar los efectos nocivos de quimicos ex6genos, como en este
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caso, las AgNP. Entonces, consideramos valiosa la sensibilidad de este biomarcador en
condiciones de exposiciones cortas como subcrénicas a un amplio rango de
concentraciones de AgNP. Por su parte, Shephard [266] investigd acerca del mucus de
los peces y concluyd que es tarea dificil el determinar el estado de las capas mucosas
en peces con buen estado de salud y sin condiciones de estrés que lo alteren, sobre
todo en las branquias. E autor explic6 que el mucus protege la superficie de las
branquias de la abrasién provocada por la materia particulada en el agua. Ademas,
reportd varios casos en donde hubo aumento de CM en peces estresados por la
exposicion a pH bajos, condiciones ambientales 4cidas y la presencia de metales
pesados y esenciales. La capa de mucus podria ser un efectivo medio de crecimiento
para parasitos y esporas fungicas. Ademas, cuando el espesor de la capa de mucus
aumenta, podria acarrear una demanda extra de oxigeno que da lugar a un estrés
respiratorio. H conteo de CM resulté un biomarcador sensible y ha sido utilizado para
reportar danos provocados por otros tipos de contaminantes como metales,

organocloradosy herbicidas [204], [267].

7.1.8 Enzimas transaminasas en branquias

En el caso de las branquias de los peces expuestos a 2.5 pg AgNP L' |a actividad de la
enzima ALT se vio inhibida, mientras que la de la enzima AST aument6 luego de la
exposicion a 25 ug AgNP L' pasados los 15 dias de exposicion. De Smet & Blust [268]
explicaron que altos niveles de transaminasas en las branquias de peces estén
asociados a un aumento de la descomposicion de proteinas, lo que sugiere una
respuesta funcional para compensar los gastos energéticos extras en situaciones de
estrés. Experiencias reportadas con D. rerio y C. carpio expuestos a diferentes tipos de
contaminantes demostraron un aumento en la actividad de ambas enzimas (AST y
ALT), lo cual fue asociado con darios a nivel funcional y estructural de las branquias

[269], [270].

Se ha reportado que la inhibicion de las enzimas aminotransferasas en el higado de

peces expuestos a cadmio podria deberse a la interaccion del metal con la biosintesis
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del piridoxal fosfato, una molécula esencial para el normal funcionamiento de las
enzimas. Ademas, cuando un metal se encuentra en concentraciones elevadas, la
actividad de las enzimas aumenta para contrarrestar la crisis energética ante la
situacién de estrés [271]. Esto podria explicar la inhibicién de |la actividad de ALT en el
caso de la exposicion a la menor concentracion de AgNP, y la induccidon de AST luego
de la mayor concentracion. Los resultados obtenidos en el presente estudio sostienen
que los cambios en las actividades de las aminotransferasas acompanan y se
relacionan con las alteraciones histolégicas en las branquias, por lo que son
parametrosimportantes para evaluar las respuestas de los peces ante la exposiciéon de

sustancias toxicas.

7.1.9 Andlisis multivariado

Dado que un solo biomarcador no es suficiente para reflejar el estado de salud de un
organismo, es recomendable aplicar una bateria de biomarcadores cuando se intenta
explicar los efectos téxicos de los xenobidticos [272]. Con el fin de integrar los
resultados obtenidos de acumulacién y las respuestas bioldgicas, se llevé a cabo un
andlisis multivariado (andlisis de componentes principales, ACP). De acuerdo con este
andlisis, el componente principal 1 (CP1) separé claramente los peces expuestos a 25
ug AgNP L' por 15 dias de los demas tratamientos. Este agrupamiento fue
principalmente definido por: IHS, pardmetros hematoldgicos, alteraciones de reservas
energéticas en el muasculo, biomarcadores de estrés oxidativo y acumulacion de Ag en
higado y cerebro. B segundo componente principal (CP2) separ6 a los peces expuestos
a diferentes tiempos de exposicién (5 y 15 dias), donde las variables significativas
fueron: estrés oxidativo y acumulacion de Ag en branquias, triglicéridos en plasma,

costo energético en musculo, parametros hematolégicos, y LPO y GST en higado.

Claramente, la exposicién de 15 dias a AgNP revel6 un perfil fisiolégico diferente en los
peces, la cual se acerca a escenarios ambientales mas realistas (bajas concentraciones,
exposiciones crénicas). A pesar que biomarcadores como los de estrés oxidativo son

los mas utilizados para demostrar los efectos de estas nanoparticulas metélicas, el ACP
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revel6 que también existen otros parametros importantes, como los hematoldgicos y

las reservas energéticas, que contribuyen a entender los mecanismos de toxicidad.

Por otro lado, es de destacar al higado y a las branquias como érganos blanco para
explicar la variabilidad de las respuestas a los diferentes tiempos de exposicion. Los
cambios mas importantes en el higado se manifestaron luego de 15 dias, mientras que
en el caso de las branquias lo hicieron a los 5 dias de exposicion. Esto demuestra la
importancia y complementariedad de utilizar una bateria de biomarcadores en
diferentes tejidos, cuyas respuestas permitan entender los efectos a diferentes

tiemposde exposicion.

Por su parte, el cerebro y los marcadores de estrés oxidativo también tuvieron una
notable influencia para definir la separacion del CP1, mientras que cuando se analizan
los biomarcadores individualmente, este 6érgano no pareceria ser particularmente
sensible a los efectos de las AgNP. A raiz de esta visién holistica de los resultados,
creemos que es valioso el aporte de biomarcadores que no son utilizados
frecuentemente para describir los efectos toxicos de las AgNP (estos son: respuestas
inmunolégicas, hematolégicas y de costo energético). En resumen, este enfoque
multivariado brinddé un anédlisis global de las respuestas que resultaron clave para
contribuir en el mejor entendimiento de la toxicidad que provocan las AgNP en los

peces.
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7.2 Ensayos ex vivo con branquias de Piaractus mesopotamicusy

Corydoras paleatus

En la bibliografia existe controversia sobre si la toxicidad generada por la exposicién a
las AgNP se explica por las propiedades intrinsecas del tamano “nano” o por lasiénicas
(liberacion del ion Ag*) [80]. Para vislumbrar esta incertidumbre, muchos estudios han
incluido en sus disefios experimentales tratamientos tanto con AgNP como con el
metal disuelto (utilizando en general el nitrato de plata, AgNOs). Segin algunos
autores, los efectos toxicos provocados por los nanometales no serian tan severos
como los generados por la disolucién de los iones [16], [273]. La toxicidad directa de
las AgNP sobre los organismos se relacionaria con la produccién de ROS, dafnos de
membranas, desnaturalizacion de proteinas, dafio en el ADN y generaciéon de radicales
libres; mientras que sus efectos indirectos se asociarian con laliberacién constante del
ion Ag* cuando las AgNP entran en suspensién, el cual efectivamente es el responsable
de causar los efectos toxicos “reales” [273]. Sn embargo, otros estudios han
demostrado efectos disimiles cuando se compara la toxicidad de AgNP con AgNQO; [66],
[106], [122], [231], [134]. Segun Wood et al. [274], los efectos tOxicos generados por
los iones Ag* en Oncorhynchus mykiss se deben principalmente a que interaccionan
con la superficie de las branquias y no por su capacidad de bioacumularse, a diferencia
de las AgNP. En este sentido, el tamafio “nano” ha sido asociado a patologias

inusuales, como las neurolégicas [16], [240].

En el presente estudio, la exposicion a AgNP, al igual que a AgNOs, provocod un
aumento de la actividad de la enzima CAT en las branquias de Piaractus
mesopotamicus. La enzima CAT es una de las principales lineas de defensa
antioxidante contra la toxicidad del oxigeno al eliminar las ROSy evitar su acumulacién
en los tejidos [119]. Qu principal funcion es catalizar la descomposicion del H,O, [120],

por lo que su induccion es clave para prevenir el dafio oxidativo [275].

Por el contrario, en las branquias de Corydoras paleatus expuestas a ambos
tratamientos (AgNP y AgNOs) se mostraron diferentes efectos: las AgNP generaron
dano oxidativo en lipidos (sin alteracién de las defensas antioxidantes), mientras que la

AgNO; disminuyé la actividad de GST y los niveles de GSH. En concordancia con estos
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resultados, un aumento del dafio oxidativo fue registrado en eritrocitos y hepatocitos
de la trucha arcoiris expuestos in vitro a AgNP, pero no en el caso de la exposicidon a
AgNQO3 [122]. Segun los autores, esto podria deberse a que las AgNP generan ROS
extracelulares y/o en las proximidades de las membranas. Un ensayo in vivo con perca
amarilla (Perca flavescens) revelé un aumento de los niveles de LPO en las branquias
de los peces expuestos a 100 pg L' de AgNP y AgNO3 por 96 h y 10 dias. Este dafio
revela una grave disfuncion celular y falta de efectividad por parte del sistema de
defensa antioxidante para mitigar el estrés oxidativo generado por ambas formas de

Ag [106].

La disminucién de los niveles de GSH hallada en las branquias del quitasuernos
expuestas a la sal de plata coincide con otros resultados obtenidos en lineas celulares
branquiales y eritrocitos de peces expuestos a AgNP y AgNO; [122], [231]. Bl GSH es
una sustancia critica para el mantenimiento de la homeostasis celular dado que
protege la célula de oxidantes endégenosy exdégenos. Por lo tanto, un agotamiento del
mismo altera el estado redox celular y genera una situacién de estrés [231]. Por otro
lado, el agotamiento del GSH puede relacionarse con la gran afinidad de los iones Ag*
libres para unirse con los grupos tiol, 0 al aumento drastico de su demanda para ser
transportado por fuera de la célula y ser degradado por glutamil-transferasas y
peptidasas en respuesta al estrés generado por el xenobiético, entre otras actividades
celulares que requieren a la sustancia como antioxidante [122]. Un agotamiento de los
niveles de GSH puede relacionarse con la inhibicion de enzimas antioxidantes que lo
utilizan como sustrato [106], como ocurri6é en el caso de la GST en las branquias de C
paleatus expuestas a AgNQOs. En consistencia con estos resultados, Massarsky et al.
[122] también hallaron inhibicion de la actividad enzimética de GST y lo atribuyen al

agotamiento del GSH, dado que éste conjuga productos dafinosresultantes de la LPO.

Teniendo en cuenta que la toxicidad de las nanoparticulas puede verse influenciada
por las caracteristicas del medio, en el presente estudio se planted evaluar los efectos
de la presencia de uno de los factores que podrian modular su toxicidad (&cidos
humicos, AH). La materia orgénica natural tiene un importante rol en el destino y
transporte de muchos tipos de xenobidticos en los ambientes acuaticos [276]. Por

ejemplo, son capaces de afectar el potencial de movilizacion de metales pesados y
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arsénico, promover la sorcién de los metales traza, y favorecer la sorcion/desorcion de
contaminantes organicos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos [277], [278],
[279], [280]. Particularmente, las sustancias humicas (SH) son compuestos
omnipresentes en los ambientes naturales, dado que constituyen el componente
principal del humusy la materia organica del suelo. Entre ellas, los AH corresponden a
la fraccién de las SH no soluble en medios &cidos (pH<2), pero si solubles a pH mayores
[86]. Cuando los organismos acuaticos absorben las SH del medio circundante, dado
que se tratan de sustratos no enddgenos, sus sistemas intentan eliminarlas a través de
las mismas reacciones que actian en caso de contaminantes (induccién del sistema de
defensa antioxidante, induccién y modulacién de enzimas de biotransformacidn).
Entonces, esto supondria un consumo de energia extra que perjudicaria a los mismos
[281]. Sn embargo, este paradigma puede ser contradictorio en ciertos contextos. Se
ha demostrado que la presencia de SH mejora la salud de los peces en condiciones
adversas, como pH bajos y altas concentraciones de calcio al interaccionar con el
epitelio branquial, lo que les proporcionaria mayor proteccion del medio circundante

[282].

En el presente estudio, el tratamiento control+AH no mostré respuestas
estadisticamente significativas con respecto al grupo control de solucién salina; pero si
se observé que todos los efectos registrados en las branquias expuestas a AgNP y
AgNOs; fueron mitigados cuando los AH se encontraban en el medio. Los resultados
podrian explicarse teniendo en cuenta que las AgNP se aglomeran naturalmente con
otras sustancias, como cuando interaccionan con los materiales organicos naturales
como los AH. Estas agregaciones contribuyen a la sedimentaciéon y reduccién de la
movilidad de las AgNP en los ambientes, con la consecuente disminucién de la
biodisponibilidad y efectos téxicos en los organismos acuaticos [81], [87], [120]. Los
efectos mitigantes de los AH sobre la toxicidad de las AgNP también fueron observados
en otros organismos acuaticos. Ejemplares de Ceriodaphnia dubia expuestos a 50 ug
AgNP L' evidenciaron un aumento de la supervivencia cuando los AH estaban
presentes en el medio acuoso (20-80 mg L") [89]. Smilarmente, la mortalidad de

embriones de Oryzias latipes expuestos a AgNP por 96 h disminuyé en presencia de SH
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debido a la formaciobn de complejos con los iones Ag* lo cual reduce su

biodisponibilidad [284].

Hasta la fecha, en lo que a nosotros concierne, este estudio es el primero en evaluar
los mecanismos de toxicidad de las AgNP luego de exposiciones ex vivo de branquias.
Este ensayo rapido permitié, por un lado, demostrar diferencias en la sensibilidad
entre especies, donde C. paleatusresulté mas sensible que P. mesopotamicus. Por otra
parte, el estudio mostr6 que los efectos fueron similares (pacu) o diferentes
(quitasuenos) cuando se compararon las AgNPy la sal de plata. Es bien conocido que la
sensibilidad de los organismos a un mismo compuesto téxico puede variar inter o
intraespecificamente y generar diferentes respuestas segun el organismo test
estudiado. Cuando Danio rerio, Daphnia magna y Pseudokirchneriella subcapitata
fueron expuestos a AgNP y la sal de plata, claramente revelaron efectos téxicos
diferentes [66]. En el caso del pez cebra, los efectos méas severos se observaron en el
caso de la exposicién a AgNOs, que produjo un retraso en la eclosion de huevos.
Respecto al alga, se hallaron resultados similares dado que su tasa de crecimiento fue
inhibida luego de la exposicion a ambas sustancias. Por su parte, el microcrustaceo
mostré diferentes efectos téxicos segun la presencia de alimento en el medio (que
formaria aglomerados con las AgQNP y disminuiria su biodisponibilidad) [66]. Por altimo,
los resultados arrojados por este estudio demostraron claramente los efectos de
mitigacion de las SH sobre la toxicidad de las AgNP o AgNOs, lo cual permite una

evaluacion de un escenario ambiental masrealista.
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7.3 Ensayos in vivo con el bivalvo marino Mytilus galloprovincialis

7.3.1 Concentraciéon de Ag en aguay tejido blando

Las nanoparticulas de plata demostraron ser esféricas con un tamario de particula de
aproximadamente 30 nm, segin los resultados arrojados por TEM y SEM. Fueron
altamente estables en fase acuosa, dado que s6lo un 1.3% de iones Ag* fue liberado
luego de 24 h. Al igual que lo reportado respecto al otro lote de AgNP, este hecho se lo

atribuye a la eficiente estabilizacién del PVP.

Quedan pendientes las mediciones de acumulaciéon de Ag provenientes de las AgNP en
el medio de agua de mar natural. Respecto a los resultados de acumulaciéon en tejido
blando, se pudo evidenciar un aumento de la concentracion de Ag en el tejido de los

bivalvos expuestosa 1y 10 pg AgNP L luego de 96 h de exposicion.

Antes que las AgNP ejerzan sus efectos toxicos, en primer lugar, la particula debe estar
biodisponible para la célula, o al menos el acceso debe ser facilitado por la forma
ibnica de la Ag [285]. En el presente estudio fue evidente la biodisponibilidad de la Ag
por parte de las células que componen el tejido blando de Mytilus galloprovincialis
luego de la exposicién a ambas concentraciones de AgNP. Smilarmente, altos niveles
de Ag fueron hallados en tejido blando del molusco Scrobicularia plana expuestosa 10
g AgNP L' por 14 dias a través del medio acuoso y por la dieta [68]. Los niveles de Ag
fueron mayores en el caso de la exposicion por via acuosa respecto a la dieta. Segun
estosresultados, la exposicion através del medio circundante de los bivalvos seria mas
importante en términosde biosdisponibiliad de Ag para su acumulacion. Consideramos
este aspecto importante dado que en los escenarios reales los organismos estan
siempre en contacto con el agua circundante donde estan suspendidas las AgNP. S
bien seria interesante evaluar una sinergia de ambas exposiciones, creemos que la
mayor urgencia y relevancia recae en la exposicion a las AgNP a través del medio de
solucién por el constante ingreso de las nanoparticulas provenientes de diversas

fuentes (por produccién, utilizacién y deshecho) alos ambientes.
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También se hallaron niveles altos de Ag en tejido de ostras recolectadas de estuarios
contaminados, donde la ruta principal de absorcién fue atribuida a la presencia de
metales disueltos [286]. Particularmente, la principal ruta de absorcion para Ag fue
explicada por la desorcion de materia en fase particulada mediante la formacién de
complejos cloruros. Entonces, estos complejos favorecerian la dispersién de la Ag
disuelta biodisponible para la biota [287], mientras que los bivalvos marinos son un
blanco facil para su incorporacion [68]. Osterheld et al. [288] explicaron que las AgNP
pueden ingresar a través de los canales iénicos o por endocitosis, y a la vez estos
mecanismos pueden darse de manera simultéanea y ejercer un efecto de sinergia. En
cuanto a la cinética de las AgNP, AI-Sd-Cheikh et al. [289] sugieren que siguen las
mismas rutas que la alimentacién suspendida en el agua, la cual queda atrapada en las
células de mucus y asi son transportadas a través de acciones ciliares a la glandula

digestiva.

En tejido blando de M. galloprovincialis expuestos a 10 pg AgNP L' por 15 dias se
evidencié una alta acumulacion de Ag, la cual fue explicada en términos de dilucion de
las AgNP, posiblemente asociada con la presencia de los complejos cloro-Ag [110]. De
acuerdo a nuestros resultados, la cinética de estos complejos seria lo suficientemente
rapida para permitir que las AgNP se bioacumulen en el tejido de los moluscos luego
de exposiciones de corta duracion. Gomes et al. [110] explican que, al igual que en el
presente estudio, sdlo un pequeno porcentaje de las AgNP estuvo en el agua de forma
disuelta, por lo que la bioacumulacion de Ag no podria explicarse sélo a partir de la
formacién de estos complejos, sino que también deberia atribuirse a mecanismos

asociados a laforma “nano”.

La internalizacién celular de las AgNP fue estudiada en el epitelio intestinal del
poliqueto de estuario Nereis diversicolor y la ruta de entrada principal fue atribuida
como la endocitosis [285]. Ademads, se encontré una alta acumulacién de Ag en la
fraccibn de metalotioneinas en estos gusanos expuestos a AgNP a través del
sedimento. A pesar que la absorcién de las AgQNP en este poliqueto podria diferir de los
moluscos, se debe destacar que la fraccion enriquecida con MT confirma la

importancia de estas proteinas en procesos de detoxificacion de Ag. Esto resulta
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consistente con los resultados hallados en este estudio en la glandula digestiva de los

moluscos expuestos a 10 pg AgNP L', donde la induccion de MT fue significativa.

7.3.2 Desestabilizacién de la membranalisosomal

La desestabilizacién de las membranas lisosomales (DML) es un indice que constituye
una herramienta rapida y atil para medir el dano generado por la exposicion a
contaminantes inorganicos como organicos, dado que los lisosomas son los principales
sitios donde ocurre el secuestro de toxicos y los consecuentes mecanismos de
detoxificacion [147]. Los resultados del presente estudio demostraron un aumento de
la desestabilizacion de la membrana lisosomal (DML) en la hemolinfa de los moluscos

luego de la exposicién a ambas concentraciones de AgNP (1 y 10 ug L.

Las alteraciones en las membranas celulares facilitan la penetracion de AgNP de
pequeno tamano y la liberacién de lipopolisacaridos y otros componentes celulares al
medio extracelular [288]. En este estudio, observamos un aumento de la DMLIuego de
la exposicion a ambas concentraciones de AgNP, lo que evidencia un colapso en el rol
protector de los lisosomas en los hemocitos de M. galloprovincialis. En concordancia
con este estudio, en la hemolinfa de Crassostrea virginica expuesta a 0-100 pg AgNP L™
por 140 min se manifesté una disminucién de la actividad endocitica [146]. Estos
resultados son de suma importancia dado que los bivalvos son un item marino
ecolégico y econ6micamente importante, por lo que cualquier cambio en el
funcionamiento de los hemocitos podria alterar la absorciébn y prevalencia de
patégenos. Esto podria afectar la viabilidad de los moluscos, asi como la incidencia de
enfermedades gastrointestinales en humanos que los consuman. Luego de una
exposicion in vitro de hemocitos de M. galloprovincialis, la DML aumenté y los efectos
toxicos fueron atribuidos en parte a la disolucién de los iones Ag* provenientes de las
AgNP, pero también a la absorcion de las particulas, digestion a través de
compartimientos endosomales o lisosomales, y a la liberacién de este ion dentro de los

lisosomas[125].
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7.3.3 Test de micronucleos

Los micronucleos pueden manifestarse como resultado de la fragmentacion del ADN o
por la interaccién de xenobidticos con el huso acromético en células en divisién.
Entonces, representan una medida de dafno o rotura del cromosoma y el ADN, por lo
que las AgNP tendrian el potencial de no s6lo causar dano, sino también de inducir un
gran numero de genes asociados al estrés [133]. En el presente estudio, se observé un
aumento en la frecuencia de micronucleos (MN) en los hemocitos de M.
galloprovincialis luego de la exposicibn a ambas concentraciones de AgNP.
Desafortunadamente, existe poca evidencia que reporte los MN como biomarcador
tras la exposicion de invertebrados a AgNP. Kawata et al. [133] expusieron células
humanas a AgNP y evidenciaron una regulacién ascendente de genes asociados con la
reparacién de ADN y un aumento de MN. Sus resultados no coincidirian con lo
acordado por USEPA (United Sates Environmental Protection Agency), al no
considerar a la plata como un elemento potencial cancerigeno para los humanos. A
pesar que Kawata et al. [133] llevaron a cabo un estudio con concentraciones mucho
mayores que las propuestas en este estudio (y las predichas ambientalmente),
sugieren que las concentraciones locales de AgNP en los tejidos alcanzan niveles
mucho mayores, como ocurri6 en el tejido blando de los moluscos en este estudio. Por
lo tanto, los efectos no deberian subestimarse cuando se trata de concentraciones que
los 6rganos pueden bioacumular. Otras investigaciones también han reportado efectos
genotoxicos causados por las AgNP. En hemocitos de M. galloprovincialis expuestos a
10 pug AgNP L in vivo por 15 dias [109] e in vitro [125] se evidenci6 dafo en el ADN
mediante el ensayo cometa. Los iones Ag* se unen covalentemente con el ADN y
causan diferentes tipos de danos al inhibir su sintesis y prevenir la division celular y
replicacién de ADN. Ademas, cuando las AgNP ingresan a las células dafian la cadena
respiratoria de las mitocondrias, lo que permite que se produzcan ROSfacilmente y asi
se interrumpa la sintesis de ATP [125], [130]. También se ha reportado aumento de
MN [123] y dafio en el ADN [169] en eritrocitos del pez Piaractus mesopotamicus
expuestosa 25 pg AgNP L' por 24 h, en donde se empled la misma marca de AgNP que

en este estudio.
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Hasta la fecha, la nano-genotoxicidad en las células de los bivalvos no es conocida en
profundidad, particularmente respecto a la frecuencia de MN generados por la
exposicion a NP, como las AgNP. Sn embargo, es sabido que el pequerno tamano de las
AgNP les permite penetrar el nacleo de las células a través de los complejos de poroso
proteinas nucleares por su pequeifo tamano, y alli generar dafno en el ADN al
interaccionar con el mismo, o con las proteinas nucleares. Sn embargo, otros factores
que facilitan este ingreso al nucleo son la carga superficial de las nanoparticulas, el
potencial de liberacién de iones metélicos y la generacién de sobreproduccién de ROS
[109], [134], [291]. En este estudio, los efectos de las AgNP no estuvieron limitados
sOlo a estrés oxidativo, sino que también produjeron un aumento de LPO e indujeron

lasMT.

7.3.4 Estrés oxidativo

En la glandula digestiva de los moluscos se hallaron alteraciones en los marcadores de
estrés oxidativo y en el contenido de metalotioneinas (MT). Este 6rgano resulté ser
particularmente sensible a los efectos toxicos de las AgNP, aun cuando se incluyen
tiempos cortos de exposicién y concentraciones bajas, como en el presente estudio.
Cuando los bivalvos se alimentan las NP ingresan al organismo a través de la filtracion,
y una vez que superan esta primera barrera, los agregados depositados en las
branquias y los de mayor tamarno se acumulan en la glandula digestiva y parcialmente

se transfieren ala hemolinfa [292].

La actividad antioxidante de la enzima GST aument6 luego de la exposicién a 10 ug
AgNP L. Sn embargo, la enzima CAT mantuvo niveles de actividad similares a los del
grupo control, por lo que el sistema de defensa antioxidante no fue lo suficientemente
eficaz para prevenir el dano oxidativo en el tejido cuando los moluscos fueron
expuestos a la mayor concentracion (10 pg AgNP L). Como se mencion6 antes, esta
ampliamente reportado que la generacion de ROS a partir de exposiciones de AgNP es
uno de los principales mecanismos de toxicidad por parte de las particulas metalicas
[80]. La activacién de la enzima CAT (no observada en este estudio) podria haber sido

clave para evitar el dafno oxidativo en los lipidos, dado que es considerada una de las
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primeras defensas ante la toxicidad del oxigeno [119]. En el hepatopancreas del
molusco Crassostrea virginica expuestos a bajas concentraciones de AgNP (0.2-20 pg L
Y por 48 h, se hallaron inducciones de las enzimas CAT y SOD, ademas de un aumento
en los niveles de LPO [124]. En la glandula digestiva de M. galloprovincialis expuestos a
10 pg AgNP L' por 15 dias se evidenciaron respuestas de estrés oxidativo mas graves
que en otros 6rganos, lo que sugiere que los efectos de las ROS son mas severos en la
glandula digestiva. Cuando la exposicién a AgNP fue comparada con la de Ag*, fue
evidente una mayor capacidad oxidativa por parte de las nanoparticulas,
probablemente debido a la gran disponibilidad de iones liberados por parte de ellas en

combinacién con efectos ejercidos por sus propiedades intrinsecas [110].

7.3.5 Metalotioneinas

E elemento Ag presenta una alta afinidad a los grupos -SH, los cuales son abundantes
en los residuos de cisteina de las metalotioneinas (MT). Las MT tienen un rol
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis y en procesos de detoxificacion
de los organismos bivalvos [293]. En el presente estudio, se observd una inducciéon de
las MT en la glandula digestiva de los moluscos expuestos a la mayor concentraciéon de
AgNP (10 ug L"). Este resultado es consistente con lo hallado por Gomes et al. [110],
quienes expusieron a M. galloprovincialis a bajas concentraciones de AgNP por 15 dias.
Los autores explicaron que las AgNP son capaces de unirse a las MT para que ellas
regulen el metabolismo de Ag, detoxifiquen los iones Ag* y/o eliminen las ROS. Sn
embargo, los resultados obtenidos en este estudio evidencian que la accién por parte
de las MT no fue suficiente para evitar el dano oxidativo en el tejido. En el
hepatopéancreas de C. virginica expuestos a 0.16-15 ug AgNP L' por 48 h se evidencio
un aumento de MT que fue asociado con la via de respuestas sensibles a metales
(“metal-responsive pathways”), o también al hecho que las AgNP aumentan los

oxiradicales, entonceslas M T cumplen con su rol antioxidante [111].

En general, los efectos toxicos observados en este estudio pueden relacionarse con el
efecto “caballo de Troya” ejercido por las AgNP cuando se internalizan dentro de las

células [18]: sobreproduccion de ROS y consecuente dafo oxidativo en la glandula

117



Discusion -

digestiva, activacién de la enzima antioxidante GST y dafo en el ADN en el caso de los
hemocitos de M. galloprovincialis. Las exposiciones cortas revelan informacién
relevante para comprender los efectos téxicos provocados por las nanoparticulas
metalicas, y ala vez ahorran tiempo y permiten obtener un andlisis mas rapido de este

contaminante emergente que aumenta exponencialmente en los ambientes acuaticos.

7.3.6 Actividad de transportadores de membrana

B mecanismo exacto de los transportadores de membrana que componen la
resistencia multiple a xenobidticos (MXR, multi xenobiotic resistance, compuesto por
los transportadores ABC) alin no estd completamente elucidado. Representan una
primera linea de defensa en la proteccion de las células y organismos ante los
compuestos toxicos, dado que cumplen la funciéon de transferir compuestos daninos
afuera de la célula [294]. Su rol es central en la resistencia a antibidticos y
antifungicidas en microorganismos, y en humanos en la resistencia de drogas para
tratamientos contra el cancer, fibrosis quistica y otras enfermedades genéticas. A
pesar que la mayoria de ellos son componentes de un sistema de transporte activo,
algunos se acoplan con la actividad de ATPasas y participan en procesos biolégicos

como lareparacién del ADN [295].

En las branquias de M. galloprovincialis expuestos a 1 ug AgNP L' se evidenci6 una
disminucién de la actividad de los transportadores de membrana. Sn embargo, en el
caso de la mayor concentracion a AgNP (10 ug L") los niveles fueron similares a los del
grupo control. Controversialmente, Katsumiti et al. [125] evidenciaron un aumento de
la actividad de MXR en células branquiales del molusco expuestas in vitro a varias
concentraciones de AgNP. Los autores explicaron que la actividad del MXR es clave
para la detoxificacion de Ag ya que reduce su acumulacion, y consecuentemente, los
potenciales dafos en las células. Por otro lado, las AgNP podrian alterar las funciones
normales fisioldgicas de las proteinas transmembrana en la superficie celular, como los
canales i6nicos. Esta conclusion podria explicar la inhibicion de M XR observada en el
presente estudio ante la concentracién de 1 ug AgNP L. Este resultado es de suma

importancia dado que la concentracién intracelular de un xenobiético puede aumentar
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y llegar a niveles mayores que generen efectos toxicos mas graves en los organismos

[296].

Lainhibicién de M XRobservada en este estudio coincide con losresultados en Daphnia
magna luego de una exposicion in vivo a 0.6-5 mg AgNP L. Esto ocurrié debido a que
las nanoparticulas reaccionarian con los grupos sulfhidrilos y aminos de los
transportadores, y por lo tanto alterarian su correcta funcionalidad [294]. Los autores
resaltaron que es necesario un mejor entendimiento de este tema, dada la
importancia del sistema MXR como mecanismo de defensa en conjunto con las
glicoproteinas-P. Susresultados concluyen que las AgNP con tamano de particulade 23
nm fueron mayormente absorbidas por las células que las de tamano mayor (por
ejemplo, de 200 nm). Entonces, las particulas pequefias son mas velozmente
absorbidas y por lo tanto liberan iones intracelulares méas facilmente. Consideramos
esta ultima conclusion relevante dado que en el stock de AgNP utilizado en este
estudio se hallaban en suspensién particulas pequefias de tamano promedio ~30 nm
(segun los analisis TEM y SEM). Efectivamente, este tipo de AgNP es liberado de
productos comerciales de venta libre. La produccién, uso y liberacion de estas
sustancias basadas en AgNP estdn en aumento y esto no puede ser descartado con una

seria amenaza a la biota acuatica, asi como también a la salud humana.
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8. CONCLUSIONES

B gran espectro de aplicaciones y beneficios de las AgNP, principalmente debido a sus
propiedades biocidas, y su consecuente liberacion a los ambientes acuaticos es una
problematica y preocupacién de alcance mundial. A fin de legislar y regular su
produccién, utilizacién y liberacidn, es prioritario contar con investigaciones cientificas
que estudien concentraciones ambientalmente relevantes y la exposicion de
organismos no blanco, como los acuaticos. Esto es fundamental, dado que estos

ambientes siempre constituyen los sumideros finales.

En este trabajo de tesis se obtuvo informacién valiosa a partir de diferentes tipos de
ensayos (in vivo, ex vivo), organismos test (peces, moluscos), y medios de exposicién
(agua dulce y de mar, solucion salina). La aplicaciéon de una bateria de biomarcadores

permitié demostrar latoxicidad de bajas concentraciones de AgQNP de uso comercial.

La exposicibn a AgNP ejerci6 un claro efecto biocida sobre las comunidades
bacterianas que viven en el mucus epidérmico de los peces, lo cual evidencia la
vulnerabilidad de su primera linea de defensa. Las AgNP fueron absorbidas vy
acumuladas en diferentes tejidos luego de ambas concentraciones y tiempos de
exposicion. Alli, en los peces ejercieron efectos tdxicos tales como estrés oxidativo,
cambios en parametros hematoldgicos e histolégicos y alteraciones de reservas
energéticas. En moluscos, ademas de estrés oxidativo, se produjo desestabilizacion de
la membrana de los hemocitos, induccidon de metalotioneinas, genotoxicidad y dano en
los transportadores de membrana. Por otra parte, se demostré que el estrés oxidativo
producido por AgNP y AgNO; puede ser atenuado cuando las sustancias himicas estan
presentes en el medio. De aqui se desprende la necesidad de continuar con estudios
que expliquen el destino e interacciones de las AgNP con diferentes componentes del

medio acuatico.

Los resultados obtenidos contribuyen a comprender los principales mecanismos de
toxicidad de las AgNP en organismos acuaticos, y a su vez son relevantes a la hora de

pensar escenarios reales de exposicién. La informacién generada podré ser de utilidad
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por parte de las autoridades competentes para asegurar la proteccion del medio
ambiente, el establecimiento de valores guia para la proteccion de la biota acuética

autéctonay la sustentabilidad de la industria nanotecnoldgica.
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