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RESUMEN

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han mostrado tener una alta actividad antimicrobiana
contra patdgenos que afectan a los humanos, por esta razén recientemente se ha investigado la
efectividad de las AgNPs como antimicrobiano para controlar patdgenos en la acuacultura. Los
monogeneos son un grupo diverso de parasitos que se encuentran comunmente en peces. Algunas
especies de este grupo de pardsitos son altamente patégenos en los cultivos de peces. Para
controlarlos se han desarrollado diferentes productos antihelminticos, sin embargo estos no son
100% efectivos. En este estudio el objetivo fue determinar in vitro los efectos de las nanoparticulas
de plata (AgNPs) contra adultos y huevos de paréasitos monogeneos de agua dulce, utilizando
individuos del género Cichlidogyrus spp. como modelo de estudio. Se evaluaron dos tipos de
AgNPs con diferentes caracteristicas: ARGOVIT (35 nm y recubiertas con PVP) y UTSA (1-3
nm). Mediante microscopia electronica de barrido se observaron los dafios en el tegumento,
mientras que los mecanismos de accion se investigaron mediante la hibridacion de microarreglos
heterélogos utilizando la informacion genomica del neméatodo Caenorhabditis elegans. Los
resultados indican que las AgNPs tienen propiedades antihelminticas, las AGNPs UTSA son mas
efectivas que las AgNPs ARGOVIT; en ambos casos se presentd un efecto concentracion-
dependiente. Una concentracion de 36 pg/L AgNPs UTSA por una hora de exposicion fue 100%
efectiva contra los huevos y parasitos adultos, causando hinchamiento, pérdida de corrugaciones y
rompimiento en el tegumento de los parasitos. Los analisis de microarreglos revelaron que ambas
concentraciones de AgNPs UTSA (6ug/L y 36 pg/L) activan procesos bioldgicos similares aunque
mediante diferentes mecanismos. Los perfiles de expresion génica involucraron genes relacionados
en procesos de detoxificacion, neurotoxicidad, modulacion de la sefalizacién celular,
reproduccion, desarrollo embrionario y organizacion del tegumento como los principales procesos
biolégicos desregulados por las AgNPs. Dos procesos importantes como el dafio al ADN y muerte
celular fueron mayormente activados en los parasitos expuestos a concentraciones bajas de AgNPs.
Este es el primer estudio que provee informacion de la actividad antihelmintica, efectos
ultraestructurales, sub-celulares y moleculares de la exposicion de las AgNPs en parasitos

metazoarios de peces.
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12



ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNPs) have shown high antimicrobial activity on pathogens that
affect humans, for this reason, the effectiveness of AgNPs as antimicrobials in controlling
pathogens in aquaculture has recently been investigated. Monogeneans are a diverse group of
parasites that are commonly found on fish. Some monogenean species are highly pathogenic to
cultured fish. Different anthelmintics have been developed, however none are 100% effective. The
present study aimed to determine the in vitro effects of silver nanoparticles (AgNPs) against adults
and eggs of monogeneans in freshwater using Cichlidogyrus spp. as a model organism. We tested
two types of AgNPs with different characteristics: ARGOVIT (35 nm and PVP coated) and UTSA
(1-3 nm) nanoparticles. Damage to the parasite tegument was observed by scanning electron
microscopy, while the mechanisms of action were investigated through a microarray hybridization
approach using genomic information from the nematode Caenorhabditis elegans. AgNPs have
anthelmintic properties, UTSA nanoparticles were more effective than ARGOVIT; in both cases,
a concentration-dependent effect was observed. A concentration of 36 pug/L UTSA AgNPs for 1 h
was 100% effective against eggs and adult parasites, causing swelling, loss of corrugations, and
disruption of the parasite’s tegument. Microarray analysis revealed that concentrations of AgNPs
UTSA (6pg/L and 36 pg/L)  activated similar biological processes, although by different
mechanisms. Expression profiles included genes involved in detoxification, neurotoxicity,
modulation of cell signaling, reproduction, embryonic development, and tegument organization as
the main biological processes dysregulated by AgNPs. Two important processes (DNA damage
and cell death) were mostly activated in parasites exposed to the lower concentration of AgNPs.
This is the first study providing information on anthelmintic activity, ultrastructural, sub-cellular

and molecular effects of exposure to AgNPs in metazoan parasites of fish.

Key words: silver nanoparticles, anthelmintic, parasites monogeneans, toxicity
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1. INTRODUCCION

El control de pat6genos en los sistemas de cultivo de organismos acuaticos ha sido un gran
reto desde los inicios de la actividad acuicola, debido a que estos pueden ocasionar mortalidades
masivas y generar grandes pérdidas econdmicas. Los patégenos que afectan a los peces son
bacterias, virus y parasitos, estos Gltimos pueden ir desde organismos unicelulares como los
protozoarios hasta organismos mas especializados como los helmintos y crustaceos. Los helmintos
son un grupo muy diverso de parasitos los cuales cominmente conocemos cOmo gusanos,
taxondmicamente se clasifican en nematodos, trematodos, céstodos y monogeneos.
Particularmente, los monogeneos se caracterizan por tener un ciclo de vida simple con un solo
hospedero, la mayoria son ectoparéasitos y suelen tener una especificidad especie-hospedero.
Algunas especies de los géneros Dactylogyrus, Gyrodactylus, Ancyrocephalus y Benedenia son
altamente patdgenos tanto para peces marinos como de agua dulce (Garcia-Vasquez et al., 2010;
Akoll et al., 2012; Francis-Floyd et al., 2019); en la salmonicultura, Gyrodactylus salaris ha sido
el responsable de altas tasas de mortalidad, a Benedenia seriolae y Neobenedenia melleni se le han
atribuido elevadas mortalidades en la maricultura, en los cultivos de tilapia las infestaciones de
parasitos Cichlidogyrus ocasionan dafios en las branquias y las heridas pueden permitir la entrada
de bacterias y hongos, gque en sinergia ocasionan altas mortalidades. Por lo cual se han establecido
varios productos para tratar de erradicar o aminorar el grado de infestacion de parasitos en los
cultivos de peces, algunos de los compuestos mas efectivos han sido la formalina y cloruro de
sodio, entre otros; sin embargo, no suelen tener alta efectividad porque no logran cortar el ciclo de
vida, ya que pueden afectar a los adultos pero no a los huevos, por lo que las infestaciones pueden
seguir en los cultivos (Fajer-Avila et al., 2007). Por lo tanto, se siguen evaluando productos que

puedan cortar el ciclo de vida de los monogeneos.

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) podrian ser una opcion eficiente para eliminar a los parasitos
monogeneos, ya que las AgNPs tienen propiedades antimicrobianas, pueden eliminar bacterias,
virus y parasitos que causan enfermedades principalmente en humanos, por lo que en los Gltimos
afios se han expandido los estudios para analizar su potencial uso para controlar enfermedades en

animales y organismos acuaticos (Saleh et al., 2017; Ochoa-Meza et al., 2019; Rehman et al., 2019;
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Fuentes-Valencia et al., 2020; Romo-Quifionez et al., 2020). Hasta el momento, s6lo se ha
evaluado la actividad antiprotozoaria de las AgNPs para eliminar parésitos acuticos, no existe
informacién sobre la capacidad de las AgNPs para matar helmintos de peces como los parasitos
monogeneos. En algunos estudios se ha determinado que las AgNPs tienen potencial para actuar
como antihelminticos en parasitos terrestres (Rashid et al., 2016; Taha y Abo-Shady, 2016; Kumari
et al., 2019; Shelar et al., 2019) la mayoria de estos estudios se enfocan en determinar las
concentraciones efectivas para matar a los parésitos, sin embargo es importante realizar
investigaciones donde se evallen los mecanismos de accion de las AgNPs y sus efectos a nivel
estructural y molecular, debido a que la toxicidad y mecanismos de accién dependen del tipo de
nanoparticula, tamafio, forma y concentracion (Nguyen et al., 2013; Ahn et al., 2014; Dakal et al.,
2016; Cho et al., 2018; Ferdous y Nemmar, 2020).

Por lo anterior, la presente investigacion se centré en determinar el potencial uso de las AgNPs
como antihelmintico en la acuicultura, evaluamos la toxicidad de dos tipos de AgNPs, utilizando
parasitos monogeneos del género Cichlidogyrus como modelo de estudio. Ademaés, a nivel
molecular obtuvimos perfiles genéticos para entender los mecanismos de respuesta de los
monogeneos al ser expuestos a las AgNPs. Los cuales pueden proveer informacion interesante
sobre los mecanismos de respuesta de los monogeneos a xenobioticos para implementar técnicas

de control seguras.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Nanoparticulas de Plata

En las Gltimas décadas la nanotecnologia ha potencializado la utilizacién de materiales a nivel
nanoescala (1-100 nm). Este tamafio nanomeétrico le confiere propiedades como una mayor relacion
entre area y volumen, alta reactividad, la habilidad para penetrar distintas membranas bioldgicas,
entre otros. Los nanomateriales se utilizan ampliamente en areas como la medicina, biotecnologia,
fotonica, microelectrénica, en la industria de los alimentos, cosméticos, etc. (Shaalan et al., 2015;

Ferdous y Nemmar, 2020).

A pesar de las ventajas que tiene el uso de nanomateriales, aun no estéan bien definidos los posibles
riesgos que pueden ocasionar en la salud de los organismos al ser descargados al ambiente. Por lo
tanto, cada dia se fabrican diversos tipos de nanoparticulas, requiriendo investigaciones en
nanotoxicologia para evaluar el impacto en el ambiente. Algunos de los nanomateriales mas
estudiados son los nanotubos de carbon (CNTSs), nanoparticulas de oro (AuNPs,), nanoparticulas
de oOxido de titanio (TiO2), nanoparticulas de ¢xido de zinc, nanoparticulas de silice y
nanoparticulas de plata (AgNPs) (Ferdous y Nemmar, 2020). Estas Ultimas, las AgNPs, son el

objeto de estudio del presente trabajo.

Las nanoparticulas de plata han sido ampliamente estudiadas por sus propiedades Gnicas como
agentes antimicrobianos, desde hace cientos de afios se sabe que los iones de plata tienen efectos
bactericidas, por lo cual se han utilizado como desinfectantes (Ayala-Nufiez, 2010). En la
actualidad las AgNPs se utilizan en la fabricacion de utensilios domésticos, textiles, en aplicaciones
biomédicas (curacion de heridas, desinfectantes, instrumentos quirdrgicos), entre otros (Syafiuddin
et al., 2017; Zivic et al., 2018; Ferdous y Nemmar, 2020).
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2.1.1 Caracteristicas de las Nanoparticulas de Plata

Las primeras investigaciones de las AgNPs estaban enfocadas en la sintesis y caracterizacion de
las nanoparticulas. Los estudios mas recientes estan orientados en determinar los efectos biologicos
y propiedades para su potencial aplicacién, dado que las propiedades de las AgNPs estan
relacionadas con sus componentes y caracteristicas fisicoquimicas como el tamafio pequefio, mayor
relacion area-volumen, morfologia, recubrimiento, liberacién de iones y tipo de agentes reductores

para su elaboracion.

El tamafio es una caracteristica importante vinculada con los efectos de las AgNPs. Las
nanoparticulas mas pequefias tienen mayor actividad antimicrobiana y citotoxica (Lu et al., 2013;
Jeong et al., 2014; Cho et al., 2018), generalmente las nanoparticulas menores de 50 nm suelen ser
maés efectivas para eliminar microorganismos (Dakal et al., 2016), ademas mientras mas pequefio
es el tamafio de la particula se incrementa el area y es mayor el nimero de a&tomos que actian en
la superficie de las células (Bakand y Hayes, 2016). La toxicidad de las AgNPs también esta
estrechamente relacionada con el tipo de recubrimiento que incide en la carga eléctrica, solubilidad
y liberacion de iones. Algunas AgNPs son recubiertas para darles mayor estabilidad y
biocompatibilidad, los compuestos mas utilizados son polivinilpirrolidona (PVP) y citrato de sodio
(CT). En algunos estudios se ha analizado que el efecto de las AgNPs depende del tipo de
recubrimiento, siendo mas téxicas las nanoparticulas sin recubrimiento (Zhao y Wang, 2012;
Nguyen et al., 2013; Ahn et al., 2014). Asi mismo, los efectos de las AgNPs también dependen de
la forma de las nanoparticulas, las triangulares suelen ser mas tdxicas que las redondas (Ferdous y
Nemmar, 2020). Ademas de las caracteristicas fisico-quimicas, la concentracion de AgNPs a la que
son expuestos los organismos también es determinante en los efectos toxicoldgicos. Por tal motivo,
son varios los estudios enfocados en analizar diferentes tipos de AgNPs que varian desde el método

de elaboracidn, con o sin recubrimiento, forma y tamafio.
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2.1.2. Mecanismos de Accion de AgNPs

La efectividad de las AgNPs para eliminar microorganismos depende principalmente del tipo de
nanoparticulas, la concentracion y tiempo de exposicion, asi como la organizacion estructural de
los organismos. Por lo tanto, los mecanismos de accion de las AgNPs no estan bien establecidos
aun, sin embargo existen varios estudios donde se han determinado los principales modos de accién
de las AgNPs principalmente en bacterias. A nivel molecular se han reconocido cuatro principales
rutas de accion de las AgNPs: 1) adhesion a la membrana celular, 2) internalizacion a la célula y
nlcleo, 3) toxicidad celular y generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en
inglés), y 4) modulacion de la sefializacion celular (Figura 1) (Dakal et al., 2016; Roy et al., 2019).
La actividad antimicrobiana de las AgNPs esta asociada con la liberacion de iones de plata (Ag™),
varios autores sugieren que la actividad citotoxica de las AgNPs es debido a la sinergia de las
AgNPs y los iones de plata liberados (Dakal et al., 2016; Mohler et al., 2018). La plata se puede
considerar como un &cido suave y por tendencia quimica suelen reaccionar con bases suaves, las
células contienen mayormente fosforo y sulfuros, los cuales son bases suaves. La interaccion de
las AgNPs con los grupos sulfuros y fosforo de las membranas celulares, proteinas y acidos
nucleicos pueden provocar alteraciones que lleven a la muerte de los organismos (Morones et al.,
2005; Prabhu y Poulose, 2012).
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Figura 1. Mecanismos generales del modo de accion antimicrobiana de las AgNPs. (Modificado
de Roy et al., 2019).

2.1.2.1. Adhesion y dafio a la membrana celular. La interaccion entre los microorganismos y las
AgNPs comienza con la adhesion de las nanoparticulas a las membranas celulares debido a la
atraccion electrostatica entre la carga positiva de las nanoparticulas y la carga negativa de las
membranas celulares (Abbaszadegan et al., 2015). Ademas las AgNPs también interacttan con los
grupos sulfuro de las proteinas en las membranas causando dafos irreversibles, desestabilizando la
estructura de la membrana (Ghosh et al., 2012; Prabhu y Poulose, 2012). Mediante microscopia de
transmision electronica de transmision (TEM por sus siglas en inglés) se ha observado la ruptura
de la membrana celular en las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus aureus y del hongo
Candida albicans a pocos minutos de ser expuestos a las AgNPs (Figura 2) (2008; Lara et al.,
2015). Las AgNPs también pueden incidir en la integridad de la bicapa lipidica e incrementar la
permeabilidad de la membrana celular, que afecta la regulacion del transporte extra e intracelular
de componentes como iones, proteinas, etc., por lo tanto se afecta la integridad celular y la muerte
de la célula (Li et al., 2013). Adicionalmente, los efectos de las AgNPs dependen del tipo y
composicion de las membranas o recubrimiento de los microorganismos, por ejemplo las bacterias
Gram-negativo son mas susceptibles a las AgNPs, debido a que contienen una capa de
lipopolisacaridos en la membrana celular que le confieren una carga negativa y mayor atraccion

electrostatica con las AgNPs y iones de plata cargados positivamente (Pal et al., 2007). Por lo tanto,
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en microorganismos metazoarios es probable que los efectos dependan de la composicion y

estructura de la dermis.
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Figura 2. a) Microscopia electronica de transmision (TEM por sus siglas en inglés)-Disrupcién de membrana
en la bacteria Staphylococcus aureus expuesta a AgNPs. (1) Citoplasma, (2) membrana citoplasmatica, (3)
pared celular y (4) acidos teicoicos. b) Diagrama hipotético de la interaccion entre las AgNPs y los acidos
teicoicos de la pared celular (WTA=acidos teicoicos en pared celular; LTA= &cidos lipoteoicos) (Lara et
al., 2015).

2.1.2.2 Internalizacion de AgNPs en la célula. Las nanoparticulas que no causan un dafio letal en
las membranas celulares y logran introducirse en la célula interactdan con el material intracelular,
principalmente con las proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Las AgNPs pueden interactuar con los
grupos fosfato de las bases nucleotidicas del ADN causando la ruptura de la doble cadena por la
desestabilizacion de los puentes de hidrogeno (Kumar et al., 2016; Sadoon et al., 2020). Asi mismo,
las AgNPs pueden disminuir la capacidad de replicacion de la célula, al propiciar que la molécula
del ADN cambie de su estado relajado a la forma condensada (Feng et al., 2000). Dentro de las
células, las AgNPs también pueden ocasionar la desnaturalizacion de ribosomas causando
inhibicion en la sintesis de proteinas (Jung et al., 2013). Las AgNPs y los iones de plata tienen una
tendencia a reaccionar con los grupos thiol de las proteinas, que se encuentran en el grupo funcional
del aminoacido cisteina, que es muy importante en las reacciones biolégicas debido a su alta
afinidad a la unién con metales y la habilidad de formar puentes disulfuro importantes para la

organizacion tridimensional de las proteinas (Roy et al., 2019).
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2.1.2.3 Toxicidad celular. Otro mecanismo de accion de las AgNPs es la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), en condiciones normales la produccion de
ROS vy la capacidad antioxidante de las células estan en equilibrio, pero cuando hay un desbalance
por la excesiva produccion de ROS se favorece la oxidacion generando estrés oxidativo en las
células (Roy et al., 2019). El incremento de estrés oxidativo es un indicador de los efectos tdxicos
causados por metales pesados como la plata (Dakal et al., 2016), en diversos organismos se ha
observado la generacion de estrés oxidativo en organismos expuestos a AgNPs (Sadoon et al.,
2020) debido a que el potencial antimicrobiano de las AgNPs se relaciona con la capacidad de
producir ROS y especies de radicales libres como el peréxido de hidrogeno (H20-), anién
superoxido (029, radical hidroxil (OH) y acido hipocloroso (HOCI) (Kim et al., 2011). Durante la
fosforilacién oxidativa en las mitocondrias también se generan ROS de forma normal, pero la
presencia de iones de plata puede bloquear la funcién de las mitocondrias durante el proceso de
respiracion, afectando la cadena transportadora de electrones por la inhibicién de enzimas,
generando una cantidad excesiva de radicales libres que pueden dafar la membrana mitocondrial
causando necrosis y eventualmente la muerte de la célula (Dakal et al., 2016). La produccion de
ROS en las células esta relacionada con la concentracion de AgNPs a las que son expuestos los
organismos, en un estudio con bacterias Nitrosomonas europea y Azotobacter vinelandii se observo

mayor produccion de ROS con 10 mg/L (Zhang et al., 2019).

2.1.2.4 Senalizacion celular. Las rutas de la sefializacion celular dependen de diversos mecanismos
como la glicosilacién, metilacién y acetilacion, asi como la cascada de fosforilacion y
desfosforilacion de proteinas o enzimas que son esenciales en los procesos celulares, las AgNPs
pueden interactuar con los grupos fosfato y modular la transduccién de sefial en los organismos, la
cual es importante para el crecimiento, procesos metabolicos y actividades celulares incluyendo el
ciclo celular y replicacion de ADN (Roy et al., 2019;). En bacterias las AgNPs modulan la
sefializacién celular desfosforilando residuos de tirosina en sustratos de péptidos bacterianos,

inhibiendo de esta manera el crecimiento bacteriano (Shrivastava, 2008).
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2.1.3 Nanoparticulas de Plata para Eliminar Microorganismos Patdgenos

Aunque las AgNPs tienen una variedad de aplicaciones, la utilizacion en el area médica ha tenido
mucha atencion debido al incremento de enfermedades infecciosas en el mundo y a la resistencia
que los microorganismos generan a los farmacos o sustancias que se utilizan para tratar de
erradicarlos. Por tal motivo se han realizado varios estudios para determinar las propiedades
biomédicas de las AgNPs como antibacterianos, antivirales e insecticidas (Shanmuganathan et al.,
2019). Se ha demostrado que las AgNPs pueden eliminar distintas especies de bacterias que
provocan enfermedades en humanos; E. coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, y Vibrio cholerae (Bhatia
et al., 2016; Benakashani et al., 2016; Buszewski et al., 2018). Las AgNPs no solo actian contra
las bacterias sino también pueden desintegrar las asociaciones que algunas de ellas generan para
ser mas resistentes o patogeénicas, el biofilm. Se ha determinado que las AgNPs tienen actividad
antibiofilm, pueden desintegrar el biofilm conformado por bacterias Klebsiella pneumoniae, las
cuales tienen gran importancia clinica por su alto grado de patogenicidad (Shanmuganathan et al.,
2019). En lo que respecta a la capacidad de las AgNPs para combatir hongos patdgenos son pocos
los estudios al respecto, sin embargo se ha evaluado que las AgNPs pueden actuar contra
Penicillium citrinum, Aspergillus niger, Trichophyton Mentagrophytes y Candida albicans
(Galdiero et al., 2011).

Los virus son microorganismos que causan enfermedades altamente contagiosas y letales para los
seres vivos como el sindrome respiratorio agudo grave (SARS), la influenza, VIH/SIDA, hepatitis,
Chikungunia, etc., la dificultad para erradicarlos se debe a su alta habilidad de adaptacion en los
hospederos y variadas estrategias para escapar de los antivirales, por lo cual, constantemente se
estan desarrollando antivirales. Se ha determinado que las AgNPs pueden actuar contra los virus,
en el cuadro 1 se muestran los principales virus y mecanismos de accion sobre los que acttan las
AgNPs.
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Cuadro 1. Actividad Antiviral de AgNPs (Galdiero et al., 2011)

. - Tipo de . - .

Virus Familia AgNPs Mecanismos de accion | Referencias

. - Interaccion con
Hepatitis B Hepadnaviridae 10-50 nm particulas virales Lu et al., 2013
Monkeypox Poxviridae 10-80 nm Bloqueo_qle la uniony Rogers et al.,
virus penetracion celular 2008
Virus sincitial . 69 nm Interferencia en la union
respiratorio Paramyxoviridae P\/P viral Sun et al., 2008
HSV-1 N L .
(Herpes Herperviridae 4 nm :jnetl]l\t/)ilrculgr;c?ﬁ II: 3532 Zarazrgi?nto et
simple) B

- 1-10 nm -

VIH-1 Retroviridae P\/P Interaccién con gp120 Laraetal., 2010

L . Inactivacion de Speshock et al.,
Tacaribe virus | Arenaviridae 10 nm particulas virales 2010

Asi mismo, algunas investigaciones han demostrado que las AgNPs pueden ser efectivas como

larvicidas ya que eliminan diferentes estadios de larvas de mosquitos (Cuadro 2). Las larvas de

mosquito se han considerado como uno de los principales vectores de enfermedades mortales como

la malaria, el dengue, zika, chikunguya, fiebre amarilla, entre otras.

Cuadro 2. Efectividad de AgNPs en larvas de mosquitos.

Concentracién Tamario Especies Tlem_po Autores
nm mortalidad
25 mg/L 25-60 Anopheles subpictus 100% Velayutham et
Culex quinquefasciatus mortalidad a las | al., 2013
24 hrs.
50 mg/L 250 C. quinquefasciatus
C. gelidus
5 mg/L 60-150 | Haemaphysalis bispinosa | 100% Jayaseelan et
H. maculata mortalidad al., 2012
después de 24 h.
30 pg/ml 38-41 A. subpictus 95-99% Govindarajan y
A. albopictus mortalidad en 24 | Benelli, 2015
Culex sp. hrs.

En la agricultura, las plagas producidas por insectos son un problema que durante afios se ha

combatido desarrollando plaguicidas quimicos, sin embargo los plaguicidas suelen disminuir su
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efectividad por la resistencia que pueden generar los insectos, ademas pueden ocasionar dafios a
los ecosistemas, por lo tanto también se ha evaluado la actividad de las AgNPs sintetizadas con
extractos de plantas con propiedades insecticidas. AgNPs sintetizadas a partir de Euphorbia
prostrate poseen actividad insecticida contra el coledptero Sitophilus oryzae que es responsable de
provocar plagas en cultivos de arroz, trigo y granos de maiz (Zahir et al., 2012). En la mosca de la
fruta, Drosophila melanogaster, se han dirigido varios estudios donde ademas de evaluar el efecto
de las AgNPs como insecticida, también se han determinado mecanismos de accidn a nivel
molecular como la acumulacion de ROS en tejidos que ocasionan apoptosis, dafio al ADN,
autofagia y activan mecanismos antioxidantes (Philbrook et al., 2011; Armstrong et al., 2013;
Avalos et al., 2015). En el gusano del algoddn o gusano del tabaco, Spodoptera litura, se observo
que las AgNPs también generan estrés oxidativo y una reduccion de enzimas de la microbiota
intestinal; amilasa, peptidasa y lipasa (Yasur y Usha-Rani, 2015; Bharani y Namasivayam, 2017).

2.1.4 Efecto de las AgNPs en Helmintos

Existen pocos estudios donde se evalua el efecto antihelmintico de las AgNPs, la mayoria de ellos
utilizan AgNPs sintetizadas a partir de extractos de plantas o frutas con la finalidad de utilizar
AgNPs que causen el menor dafio posible al ambiente, ademas de que algunas de estas plantas

poseen propiedades antihelminticas.

Priya y Santhi (2015) evaluaron la actividad antihelmintica de AgNPs (9 nm) en gusanos de tierra
Eudrilus eugeniae y Eisenia fétida obteniendo un efecto dosis-dependiente, registraron el 100% de
mortalidad en 90 min, 69 min y 23 min con 10, 20 y 50 mg/ml de AgNPs respectivamente. Rashid
et al., (2016) evaluaron AgNPs sintetizadas a partir de extracto de la fruta Momordica charantia
(78-100 nm) en el gusano de tierra Pheretima posthuma, la sinergia de las AgNPs y el extracto
redujeron el tiempo de mortalidad en los gusanos por lo que sugieren el potencial uso de ambos
compuestos para eliminar parasitos en humanos. En otro estudio se analizaron otro tipo de AgNPs
(10-40 nm) en P. posthuma, obteniendo una mortalidad del 200% con la concentracion de 2 mg/ml,

asi como desprendimiento del tegumento (Shelar et al., 2019). De igual manera en el nematodo
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Ancylostoma caninum se determiné el efecto nematicida de AgNPs (14.5 nm) y la capacidad de las
nanoparticulas para penetrar la cuticula de las larvas causando alteraciones en el tegumento y por

consecuencia la muerte (Barbosa et al., 2019).

Taha y Abo-Shady (2016) evaluaron diferentes concentraciones de AgNPs (1500, 500, 200, 40 y
20 ppm) en la mortalidad de neméatodos Heterorhabditis indica, Steinernema arenarium y S.
abbasi, mostrando que las AgNPs son efectivas para eliminar a estos parasitos de manera dosis-
dependiente y el tiempo de exposicién, asi como una disminucién en la reproduccién con las
concentraciones de 500 y 1500 ppm. De igual forma en el nematodo Haemonchus contortus se
inhibi6 la motilidad de los parasitos y se determind la LCso con una concentracién de 7.89 pg/ml
de AgNPs (15-25 nm) (Tomar y Preet, 2017). Kumari et al., (2019) evaluaron diferentes
concentraciones de AgNPs (10, 20 y 50 ppm) sintetizadas con extracto de Mentha piperita en el
cestodo Raillietina sp y el nematodo Ascaridia galli, sus resultados indican un efecto dosis-
dependiente, con la concentracion mas alta se redujo el tiempo de mortalidad; 11 min para
Raitillienia sp y 9 min en A. galli en comparacion con el grupo control (50 min).

Rehman et al., (2019) determinaron el efecto de las AgNPs (8 nm) en el trematodo Gigantocotyle
explanatum, a partir de las 8 horas registraron un decremento en la motilidad con 50 pg/ml de
AgNPs, también registraron la produccién del anion superdxido como un indicador de generacion
de ROS y la actividad de superoxido dismutasa y glutation como respuesta del sistema antioxidante
e induccion de apoptosis por la fragmentacion del ADN. Adicionalmente, con Microscopia
electronica de barrido (SEM por sus siglas en inglés) observaron que las AgNPs causaron un dafio
evidente en la pérdida de la arquitectura normal del tegumento de los parasitos, lesiones severas y

deformacidn del cuerpo, asi como la formacion de ampollas (Fig. 3).
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2. , , A QT
Figura 3. Ultraestructura del tegumento de Gigantocotyle explanatum, A) Regiones del cuerpo
normales, B) Regiones del cuerpo con dafios en tegumento por exposicion a AgNPs (50 50 pg/ml).
a) region anterior, b) ventosa oral, c) papilas y pliegues tegumentales alrededor del genoporo, d)
superficie lateral con papilas y tubérculos sensoriales, €) region posterior mostrando el acetabulo y
f) superficie ventral con papilas prominentes. Ac: acetabulo, Ao: abertura acetabular, Bb: burbujas,
Gp: genoporo, Os: ventosa oral, Pp: papilas picadas, NPp: papilas no picadas, Sp: papila sensorial,
Th: tubérculos, flechas: dafio severo (Rehman et al., 2019).

La mayoria de los estudios en helmintos se enfocan en determinar el tiempo y concentracion de
AgNPs a la que mueren los parasitos, pocos autores evaltan los mecanismos de accion, no obstante
hay algunas investigaciones donde se analizan los efectos de las AgNPs en organismos modelo

como el nematodo C. elegans.

Las AgNPs tienen un efecto tdxico en Caenorhabditis elegans, pueden reducir el porcentaje de
supervivencia, asi como afectar la reproduccion. Kim et al., (2012) analizaron la interaccion de
nanoparticulas de plata recubiertas con citrato (CAgNPs) en la superficie del nematodo C. elegans,
observaron un efecto dosis-dependiente en la supervivencia con concentraciones hasta 100 mg/L,
también obtuvieron la disminucién en la viabilidad reproductiva con 10 mg/L cAgNPs. Mediante
microscopia electronica de barrido (SEM por sus siglas en inglés) se evidenciaron fisuras en la
epidermis en los gusanos expuestos a 10 mg/L y dafios mayores como estallamiento epidermal con
100 mg/L de cAgNPs (Figura 4).
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Figura 4. Microscopia electrénica de barrido de Caenorhabditis elegans expuestos a CAgNPs: A)
control, B) 10 mg/L, C) y D) 100 mg/L. Flechas blancas indican division epidermal y necrosis
(Kimet al., 2012).

En otro estudio se analizd la toxicidad molecular de AgNPs recubiertas con PVP y sin
recubrimiento en C. elegans. Con las AgNPs-PVP se reduce significativamente la toxicidad y las
AgNPs de menor tamafio fueron mas toxicas. Las AgNPs indujeron la expresién de los genes
relacionados al estrés metabdlico (aak-2, sir-2.1), apoptosis (ced-3) y respuesta inmune (pmk-1).
Se observo mediante microscopia de fluorescencia la formacion de ROS indicando que las AgNPs
inducen estrés oxidativo en el nematodo, asi como un decremento en el potencial de la membrana
mitocondrial sugiriendo que las AgNPs pueden alterar la permeabilidad de la membrana
mitocondrial. El dafio en el ADN se determind por el incremento del marcador de dafio oxidativo
(8-OHdG) (Ahn et al., 2014).

Wu y colaboradores (2019) realizaron una revisién sobre las principales evaluaciones de la
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toxicidad de las AgNPs en C. elegans (Cuadro 3), concluyendo que la exposicidn a concentraciones

subletales de AgNPs inducen alteraciones en el desarrollo, la funcion intestinal, respuesta inmune,

funcion neuronal y reproduccion.

Cuadro 3. Estudios de nanoparticulas de plata en Caenorhabditis elegans (Tomado de Wu et al.,

2019)
Tamno Concentracién Tiempo | Estadio Toxicidad Referencias
<100 0.026-0.607 mg/L | 24 h L1 Letalidad, estrés Ahnetal.,
oxidativo, dafio al ADN 2014
12+9.2 2 mg Ag/L 24 h L4 Crecimiento Boneet al.,
49.3+22.5 24 h 2014
22+0.8 1-100 gm Ag/L L1 Fertilidad, tiempo de Contreras
47+09 vida, crecimiento, et al., 2014
8.9+19 letalidad
0.2-500 pg/mL 2-24h | L4 Tiempo de vida, Soria et al.,
locomocién, letalidad, 2015
estrés oxidativo
58.3+12.9 | 50-100 ug Ag/L 24 h L4 Letalidad, crecimiento, Starnes et al.,
64.5+19.4 | 1000-4500 ug Ag/L | 48 h reproduccion 2015
8 0.0625-4mg Ag/L | 48-72h | L2 Reproduccidn, tiempo de | Tyne et al.,
vida 2015
52-85 ug Ag/L 24 h L3 Metabolismo, estrés Starnes et al.,
oxidativo, expresion de 2016
genes.
25,75 1-25 pg/mL 12 h L4 Reproduccion, tiempo de | Luo et al.,
vida 2016
25+9 0.1-1.5 mg Ag/L 24-48h | L1 Crecimiento Maurer et al.,
2016
58.3+12.9 | 0.75-24 mg Ag/L 24 h L1 Reproduccion, tiempo de | Schultz et al.,
vida, crecimiento 2016
<100 0.01-10 pg/mL 24-72h | L4 Reproduccion, tiempo de | Luo et al.,
vida, crecimiento, 2017
apoptosis, estrés
oxidativo
96.4 +35.6 | 0.005-1 mg/L 6-24h | L4 Desarrollo, crecimiento, Kimet al.,
expresion de proteinas 2017
16.7 £6.5 0.2-10 mg/L 20-96 h | L1 Reproduccion Kleiven et al.,
2018
17.24 + 1-100 pg/mL 26 h L4 Tiempo de vida, Walczynska
3.17 locomocion, et al., 2018
neurodegeneracion
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2.1.5 Nanoparticulas de Plata para Eliminar Patégenos en Acuacultura

Las AgNPs tienen un gran potencial antimicrobiano, sin embargo no se habia explorado su
utilizacién para eliminar patdgenos en sistemas acuéaticos, son pocos los estudios con este enfoque.
La mayoria de los trabajos se han centrado en evaluar las AgNPs en bacterias y virus que causan
enfermedades en camarones de cultivo, los disefios experimentales han sido variables, se han
aplicado distintos tipos de AgNPs, tamafio, forma, concentracién y tipo de administracion, en todos
los estudios se ha determinado que las AgNPs son viables para eliminar o disminuir la carga
bacteriana de Vibrio harvey, V. choleare, V. parahaemolyticu y Rickettsia spp, asi como la carga
viral del virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) (Vaseeharan et al., 2010; Kandasamy
et al., 2013; Sivaramasamy et al., 2016; Acedo-Valdez et al., 2017; Juarez-Moreno et al., 2017;
Ochoa-Meza et al., 2019; Romo-Quifionez et al., 2020).

En lo que se refiere a paréasitos, solamente se han desarrollado dos trabajos donde analizan el efecto
de las AgNPs. En el ectoparasito ciliado Ichthyophthirius multifiliis que provoca la enfermedad de
“puntos blancos” en peces de agua dulce y es el responsable de severas epizootias en cultivos
acuaticos, se determind que a 10 ng/ml de AgNPs eliminan el 100% de los terontes (ciliado de vida
libre) e inhiben la reproduccion de los tomontes (quistes) (Saleh et al., 2017). Fuentes-Valencia et
al., (2020) utilizaron el protozoario ciliado Tetrahymena sp. como modelo de estudio para evaluar
el efecto antiprotozoario de las AgNPs en ectoparasitos ciliados de peces. Utilizaron dos tipos de
AgNPs con caracteristicas diferentes: ARGOVIT (recubiertas con PVP, 35 nm) y UTSA (sin
recubrimiento, 1-3 nm). Determinaron que ambos tipos de AgNPs son efectivas para eliminar al
100% de los protozoarios, 3300 ng/L Argovit a los 15 min y 10.6 ng/L UTSA AgNPs en 60 min,
ademas las AgNPs UTSA no ocasionaron dafios en los tejidos de peces Chirostoma estor expuestos

a la concentracion letal por 96 horas.
Aunque en estos estudios se sugiere la aplicacion de AgNPs para eliminar parasitos protozoarios

en los cultivos de peces, hasta el momento no existen estudios enfocados en determinar la

efectividad de las AgNPs en helmintos parasitos como los monogeneos.
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2.2 Parasitos Monogeneos

Los monogeneos son un grupo de parasitos del Phylum Platyhelminthes, representado por
aproximadamente 5000 especies. Estan distribuidos en todas las latitudes, sus principales
hospederos son peces marinos y dulceacuicolas pero también parasitan anfibios y tortugas, pueden
ser generalistas, aunque una caracteristica es la especializacién que tienen con algunos hospederos.
La mayoria son ectoparéasitos, se encuentran generalmente en la piel (aletas o escamas) y/o
branquias de los peces, los endoparasitos se pueden encontrar en la vejiga de peces y anfibios, el
celoma y otras cavidades. Su tamafio puede variar entre 0.3 mm hasta 20 mm aproximadamente
(Frasca et al., 2018).

Los monogeneos del género Cichlidogyrus pertenecen a la familia Ancyrocephalidae, son un grupo
de ectoparasitos que se hospedan en las branquias de peces ciclidos y ciprinidos principalmente,
estos helmintos tienen una distribucion mundial pero mayormente habitan en ambientes tropicales
y subtropicales. La presencia de estos helmintos en México fue gracias a la introduccion de
mojarras exoéticas posiblemente provenientes del continente Sudafricano (Salgado-Maldonado y
Rubio-Godoy, 2014). Flores y Flores (2003), realizaron un listado donde hay reportes de
Cichlidogyrus en cultivos de tilapia (Oreochromis spp) en México, mayormente en la region del
Golfo de México y Mar Caribe, asi como en Guerrero, Morelos, Distrito Federal, Nuevo Leon,
Chiapas y Jalisco. En Sinaloa también hay registros de la presencias de parasitos Cichlidogyrus en

los cultivos de tilapias (Morales-Serna et al., 2018).

2.2.1 Anatomia General de los Monogeneos

La anatomia general externa de los monogeneos consiste en una region cefalica donde se localizan
los ocelos, las glandulas adhesivas y la boca, la parte media o tronco, y la region posterior o el
haptor que es la estructura de fijacion de forma variable y puede estar dotada de ganchos grandes

0 pequefios, ventosas, grapas o0 varias a la vez. La superficie dorsal del cuerpo es convexa y la
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ventral concava de color incoloro pero por el alimento puede observarse rojizo, amarillento o

parduzco (Figura 5) (Drago y Nufiez, 2017).

_~ MONOGENEA

MONO~OP|S'|;HOCOTYLEA POLY-OPISTHOCOTYLEA

Gyrodactylidae Dactylogyridae Monocotylidae  Polystomatidae Diclidophoridae Hexastomatidae

Figura 5. Diversidad de parasitos monogeneos. (PRO; prohaptor, M; boca, IN; intestino, OV;
ovario, TE; testiculo, HK; ganchos del opistohaptor). Modificado de Drago y Nufiez, 2017.

La anatomia interna consiste en el tegumento; los helmintos en general poseen un tegumento que
recubre los tejidos internos de los parasitos, tiene una epidermis de naturaleza sincitial, sin cilios
pero con micro vellosidades, a menudo protuberancias con o sin espinas, una ldmina basal que por
debajo se encuentra una capa de musculos circulares y longitudinales. Los masculos en el haptor
estan bien desarrollados para su funcion de anclaje en los tejidos del hospedador. El aparato
digestivo esta formado por la boca ubicada en la parte anterior continta con la prefaringe y una
faringe muscular y las glandulas faringeas, dos ciegos intestinales y nefriductos que desembocan
en el poro excretor. El sistema nervioso esta compuesto por dos ganglios cefalicos en la parte
anterior del cuerpo, de estos ganglios se ramifican varios nervios que recorren la region dorsal,
lateral y ventral. El opistohaptor tiene muchas inervaciones y posee papilas mecanorreceptoras
(Drago y Nufiez, 2017).
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Los monogeneos son hermafroditas y la fecundacion ocurre por fecundacion cruzada, el esperma
de un parésito fertiliza al 6vulo de otro. El sistema reproductor femenino estad compuesto por un
ovario unido al oviducto comunicado con los ductos vitelinicos, vaginal y genitointestinal. La
vagina puede estar ausente o presente y en este caso ser simple o doble, puede tener una dilatacion,
el receptaculo seminal, en donde se almacenan los espermatozoides de otro individuo hasta el
momento de la fecundacion. Las glandulas vitelogénicas estan formadas por pequefios foliculos
dispuestos lateralmente, de cada uno de ellos surge un pequefio ducto, los cuales se unen formando
dos conductos vitelinicos. Existen dos tipos basicos de sistema reproductor, distinguiéndose por
las conexiones de la vagina, conductos vitelinicos y presencia o ausencia de canal genitointestinal.
La fecundacion suele ocurrir en el oviducto, luego las cigotas pasan al ootipo reuniéndose con las
células vitelinicas y los productos de las glandulas de Mehlis. En las especies que no presentan
vagina la cépula se realiza a través del poro uterino o por impregnacion hipodérmica. Todas las
especies de monogeneos son oviparos excepto los Gyrodactylus. ElI namero de huevos que
producen varia de acuerdo a la especie y condiciones del habitat, entre 5 y hasta 60 huevos. Las
condiciones ambientales adversas como una mala calidad del agua y la defensa de los hospederos
aceleran la ovoposicion (Whittington, 2011). Casi todos los huevos de monogeneos poseen largos

filamentos que les permite mantenerse adheridos a la cavidad branquial o a sustratos en el agua.

2.2.2 Ciclo de Vida

El ciclo de vida de los monogeneos es directo, solo tienen un hospedero, de ahi el nombre de
monogeneo. Las tres fases importantes de los parasitos son: el huevo, oncomiracidio y el adulto
(Figura 6). Cuando ocurre la fertilizacion cruzada algunos monogeneos almacenan los huevos a
nivel del ootipo (una expansion muscular del conducto femenino), para posteriormente liberarlos
al exterior a través de un poro. Sin embargo, la mayoria de los monogeneos transfiere los huevos
del ootipo hacia el Gtero. Los huevos son liberados en cuerpos de agua, un parasito maduro puede
liberar de 10 a 22 huevos, el tiempo de incubacion es dependiente a la temperatura del agua.
Existen especies que producen huevos que pueden permanecer a temperaturas de 6°C en estado

latente y permanecen en el fondo de los tanques y se reactivan para completar su ciclo de vida
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cuando las temperaturas son calidas. Los parésitos adultos se hospedan principalmente en
branquias, piel, aletas y cavidad bucal de los peces (Cable et al., 2003), donde ponen los huevos y
mueren, por lo que el desarrollo de los huevos se realiza directamente en el huésped, y en su forma
larvaria pueden nadar libremente hasta encontrar otro hospedero (Whittington, 2011). Estas
caracteristicas permiten a los monogeneos alcanzar altos niveles de infeccion en peces en cultivo,

en especial cuando las densidades de siembre son altas.
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Figura 6. Ciclo de vida de monogeneos.

2.2.3 Anatomia de los Parasitos Cichlidogyrus

Las caracteristicas particulares del género Cichlidogyrus son: presentan tres pares de glandulas
cefalicas y dos ocelos con lentes cristalinos. El haptor tiene varias estructuras esclerosadas; un par
de ganchos centrales y otro transversal y dos barras transversales con una barra dorsal con dos
auriculas y una barra ventral cuya forma y ndmero de ganchos marginales pueden variar
dependiendo de la especie. La forma y tamafio del érgano copulador masculino puede variar y tener
una pieza accesoria esclerotizadas al igual que la vagina, estas estructuras esclerosadas se utilizan
para la diferenciacion e identificacion de las especies de Cichlidogyrus (Figura 7) (Agos et al.,
2016).
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Figura 7. Estructuras esclerosadas de Cichlidogyrus sclerosus. A; organismo completo, B; piezas
del haptor, C; 6rgano copulatorio, D; huevo. VH; hamulus ventral, DH; hamulus dorsal, VB; barra
ventral, DB; barra dorsal.

El ciclo de vida de los Cichlidogyrus es igual al de cualquier monogeneo. Los huevos de los
parasitos Cichlidogyrus tienen la anatomia y funcionamiento comun de los Dactylogyridos, poseen
un filamento rudimentario por lo que los huevos al ser ovopositados se van al fondo de los sistemas
acuaticos de cultivo (Imada y Muroga, 1978). Los huevos eclosionan entre 2 y 6 dias a temperaturas
entre 20 y 28|°C (Figura 8) (Hutson et al., 2018). Emerge una larva de vida libre, el oncomiracidio,
recubierta de cilios y con dos ojos pigmentados (ocelos) y el haptor con los ganchos marginales
desarrollados. El tiempo de vida del oncomiracidio es entre 12 y 48 horas, pero en las primeras seis
horas son mas activas para encontrar a su hospedero v fijarse en la piel y/o branquias de los peces
(Paperna, 1963).
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C.

Huevo recién 2° dia de incubacién 3° dia de incubacion
ovopositado Agregacion de células Formacion de ocelos

Side view Front wew

5° dia de incubacion
Oncomiracidio formado

4° dia de incubacion
Ganchos y cilios

Figura 8. Desarrollo de huevos del parasito Cichlidogyrus sclerosus. Modificado de Shaharom-
Harrison, 1982

El tegumento en los paréasitos del genero Cichlidogyrus se ha descrito para la especie C. halli
typicus. Se ha observado que la capa externa del tequmento tiene una membrana exterior simple,
sin ornamentaciones o cuticula protectora, un citoplasma o sincitio continuo y denso con regiones
de citoplasma granular, muchas mitocondrias y vesiculas secretoras distribuidas a lo largo del
sincitio. Seguido de una membrana y ldmina basal y capas inferiores de fibras de musculo circular
y fibras de masculo longitudinal. El ncleo de las células se encuentra en los citones que traspasan
la capa de los masculos longitudinales (Figura 9). El tegumento tiene roles importantes para la
homeostasis de los parasitos, funciones de absorcion de nutrientes, locomocion, excrecion,
regulacion de gradientes osmaticos y electroquimicos, asi como estructuras de soporte y proteccion

(Thompson y Geary, 1995).
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G2

Figura 9. Diagrama de la Ultraestructura general del tegumento de Cichlidogyrus halli typicus en
seccion longitudinal (EI-Naggar et al., 1991). Al, A2, A3, vesiculas secretoras; bl, lamina basal;
bm, membrana basal; cm, fibras musculares circulares; co, conexiones citoplasmaticas; fm,
material fibroso; ge, region de citoplasma granular homogéneo; GlI, cyton produciendo cuerpos Al;
G2, cyton produciendo vesiculas A2 y A3; ger, reticulo endoplasmatico granular; Go, cuerpo de
Golgi; Im, fibras musculares longitudinales; m, mitocondria; mi, microtibulos; n, nicleos; om,
membrana exterior; r, ribosomas.

2.2.4 Problemas en Cultivo de Peces Ocasionados por Monogeneos

Los parasitos monogeneos pueden causar graves problemas de salud tanto en peces en cautiverio
como en silvestres, sin embargo, los mayores problemas se presentan en los sistemas de cultivo,
debido a los estresores propios del cautiverio como el hacinamiento, pobres condiciones
nutricionales y mala calidad del agua que pueden impactar en deprimir el sistema inmune de los
peces y provocar la facil infestacion de paréasitos (Francis-Floyd et al., 2019). Algunas especies de
monogeneos pueden causar graves problemas en los sistemas de cultivo y ocasionar la muerte
masiva de peces, por ejemplo Gyrodactylus salaris ha ocasionado grandes mortandades en los

salmones del Atlantico, Salmo salar, tanto en cautiverio como en estado silvestre.
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Los peces infestados con parasitos monogeneos pueden volverse letargicos y presentar deficiencias
nutricionales. Infestaciones altas pueden provocar enfermedades respiratorias, las branquias
pueden sufrir heridas provocadas por los ganchos del haptor de los parasitos y provocar
hemorragias que impidan el correcto intercambio gaseoso, si la infestacién se prolonga puede
causar grandes mortalidades en los sistemas de cultivo. Asi mismo, los monogeneos pueden
proveer la entrada a infecciones secundarias de bacterias y hongos en los tejidos dafiados por los
parasitos, entonces la mortalidad en los peces puede darse por una sinergia entre los monogeneos
y bacterias u hongos (Francis-Floyd et al., 2019). Algunas especies pueden ser mas patdgenas que
otras, por ejemplo los monogeneos del género Gyrodactylus han sido los responsables de graves
mortalidades de peces a nivel mundial (Garcia-Vasquez et al., 2010; Akoll et al., 2012). Especies
del género Benedenia y Neobenedenia infectan piel y branquias de peces marinos. En el caso de
infestaciones por Dactylogyrus no hay reportes de que causen dafios letales en peces ciclidos, sin
embargo en Asia se ha reportado que la especie Cichlidogyrus sclerosus que parasita a

Oreochromis niloticus, ocasiona dafios en los peces.

En general, los monogeneos como los parasitos Cichlidogyrus, pueden ocasionar lesiones leves
como pequenas erosiones o ulceras e inflamacion en los tejidos donde se adhieren, pero en peces
con altas infestaciones se pueden presentar lesiones mas severas como hiperplasia del epitelio
lamelar, necrosis e infecciones secundarias por bacterias y hongos, ocasionando problemas serios
de salud al presentar imbalance en la osmoregulacion, dificultad para respirar e incluso la muerte

en infestaciones severas (Frasca et al., 2018).

2.2.5 Antihelminticos en Peces

Existen grupos de compuestos quimicos y naturales que destruyen los estadios adultos de los
monogeneos; sin embargo la eficiencia es baja porque no mata a los huevos, por lo tanto, la
reinfeccion se mantiene en los estanques. Por lo anterior, desde hace varios afios se han utilizado
compuestos para tratar de erradicar las infestaciones de parasitos monogeneos en peces, algunos

de ellos han resultado eficaces en la eliminacion de los paréasitos o disminuyen la prevalencia, pero
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estos no son 100% efectivos para detener la infestacion en los tanques de cultivo dado que los
huevos de los monogeneos quedan en latencia y tienen la capacidad de reactivar su ciclo de vida
cuando las condiciones ambientales le son favorables. En el siguiente cuadro se mencionan los

tratamientos més utilizados para tratar de erradicar estos parasitos.

Cuadro 4. Principales compuestos utilizados como antihelminticos contra parasitos monogeneos
(Molnar, 1995).

Tratamiento Efectos
Formalina al 37% en concentraciones de 20-25 ml en | Resultados positivos para el control de
100 | de agua. Dactylogiridos y Gyrodactilidos.

Cloruro de sodio 40 g/, permanganato de potasio a

30 ppm y triclorfon a 0.5 ppm Control de Cichlidogyrus sclerosus

Para eliminar ectoparasitos monogeneos se han establecido algunos compuestos como la formalina,
sulfato de cobre, permanganato de potasio, cloruro de sodio, administrados mediante tratamientos
de bafios (Fajer-Avila et al., 2007), sin embargo estos productos pueden ser toxicos para los peces
al ser expuestos en tratamientos prolongados (Roberts y Powell, 2003). Ademas también es
cuestionable el uso de estos compuestos por el impacto que pueden tener en el ambiente (Ohashi
etal., 2007). Por lo tanto, se necesitan novedosas tecnologias para la exterminacion de monogeneos

que sean seguras para los peces y el ambiente.

Recientemente, la generacion de genomas de parasitos han brindado la posibilidad de implementar
técnicas moleculares mediante andlisis transcriptomicos y proteGmicos para generar informacion
genomica sobre los “targets” para vacunas o farmacos (Manzano-Roman et al., 2012). Asi mismo,
el silenciamiento de genes utilizando RNA de interferencia (RNAI) ha posibilitado una ventana
para establecer métodos de control mediante el silenciamiento de genes para la reproduccion de los
parasitos o genes especificos para el reconocimiento de hospederos, entre otros. En el monogeneo
Neobenedenia girellae utilizando RNAI se logro el silenciamiento de genes vasa-vas (Ngvigl y
Ngvlg2) implicados en la produccién de granulos en las lineas germinales, posibilitando asi una

nueva técnica de control al inhibir la gametogénesis de los parasitos (Ohashi et al., 2007).
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Sin embargo, existen desventajas en la aplicacion de técnicas moleculares en parésitos
monogeneos, la mayoria de los estudios moleculares se centran en determinar marcadores
moleculares evolutivos para determinar su filogenia o descripcion molecular, para lo cual no se

requiere tener el genoma completo de los parasitos.

La complicacion para obtener genomas completos de las especies de parasitos radica en la
dificultad de cultivo in vitro de estos organismos, por lo que es complicada la disponibilidad de
material genético (Manzano-Roman et al., 2012). No obstante, la informacion de organismos
modelos como C. elegans nos pueden proveer las bases y punto de partida para obtener informacion

molecular relevante para monogeneos.
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3. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son efectivas como antihelmintico contra los parasitos
Cichlidogyrus y su efectividad depende del tamafio de la nanoparticula, a menor tamafio mayor

toxicidad.

Las AgNPs inducen cambios morfoldgicos y ultraestructurales como resultado de una cascada de
eventos bioquimicos y fisiol6gicos en la homeostasis celular de parasitos del género Cichlidogyrus.

Las AgNPs activaran mecanismos moleculares relacionados con el dafio celular (disrupcion de
membranas, dafio en acidos. nucleicos, rutas de sefializacion celular, entre otras) en los parasitos

Cichlidogyrus.
Concentraciones bajas de AgNPs (6 pg/L) activaran procesos biologicos relacionados con la

adaptacion y asimilacion a la nanotoxicidad en Cichlidogyrus. Mientras que concentraciones altas

(36 ng/L) inducen procesos letales para los organismos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar los mecanismos de respuesta molecular y cambios morfoldgicos del parésito Cichlidogyrus
expuesto a nanoparticulas de plata.

4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar in vitro el efecto antihelmintico de las nanoparticulas de plata en adultos y huevos

del género Cichlidogyrus.

2. Observar a nivel ultraestructural el efecto de las nanoparticulas de plata en el tegumento de

Cichlidogyrus.

3. Analizar las respuestas moleculares inducidas por la exposicion a nanoparticulas de plata en

Cichlidogyrus.

4. Describir el estado del arte de los efectos patoldgicos que las nanoparticulas de plata pueden

provocar en Oreochromis niloticus.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Nanoparticulas de Plata

Se utilizaron dos tipos de nanoparticulas de plata: ARGOVIT y UTSA, en el cuadro 5 se muestran
las principales caracteristicas de ambas. Las AgNPs ARGOVIT fueron donadas por la Dra. Nina
Bogdanchikova de la Red de Bionanotecnologia de la UNAM. El Dr. Humberto Lara del

laboratorio de Astronomia y Fisica de la Universidad de Texas dond las AgNPs UTSA.

Cuadro 5. Principales caracteristicas de las nanoparticulas de plata (Juarez-Moreno et al., 2017;
Lara et al., 2015).

Nanoparticulas ARGOVIT UTSA
Contenido de plata metalica (mg/ml) 12 0.016
Tamarfo (nm) 35+16 1-3
Recubrimiento PVP No
Forma Esféricas Esféricas
Sintesis Quimica Fisica

Los stocks originales de las AgNPs se mantuvieron a 4°C en oscuridad. Al momento de realizar
los experimentos se prepararon diluciones de AgNPs en agua destilada a partir de las cuales se

tomaron las cantidades necesarias para alcanzar las concentraciones experimentales.

5.2 Paréasitos Monogeneos

Se utilizaron parasitos monogeneos del género Cichlidogyrus. Los parasitos se colectaron de las

branquias de Oreochromis niloticus provenientes de una granja comercial al sur de Sinaloa,
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Mexico. Los peces (20—120 g; 8-17 cm) se sacrificaron con una puncion en el cerebro de acuerdo
a la guia de la AVMA (2013) para la eutanasia de los animales. Se disectaron las branquias y
pusieron en cajas de Petri con agua para observarlas en el estereoscopio y recolectar los

monogeneos presentes preservandolos en alcohol al 70%.

Se identificaron las especies de monogeneos utilizando la técnica de digestion de tejidos con
proteinasa K. Con esta técnica es posible observar al microscopio las caracteristicas morfométricas
de las estructuras esclerosadas (haptor y complejo del 6rgano copulador). Se identificaron 4
especies de parasitos del género Cichlidogyrus: C. sclerosus, C. tilapie, Scutogyrus longycornis y
C. dossoui (Figura 10). Durante los experimentos se reunieron grupos de individuos vivos de estos
monogeneos, pero no fue posible discriminar entre especies, para esto es necesario matar a los
parasitos. Ademas, experimentar con grupos de varias especies puede representar la situacion real
de infeccién en tilapia Oreochromis niloticus en condiciones de cultivo comercial.

C. sclerosus C. tilapie S. longycornis C. dossoui

J;'\
&

Figura 10. Especies de parasitos monogeneos y sus estructuras esclerosadas. Piezas del haptor (H) y
organo copulador (OC)
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5.3 Evaluacién Antihelmintica in vitro

5.3.1 Actividad Antihelmintica en Parésitos Adultos

Se realizaron pruebas preliminares con las AQNPs ARGOVIT y UTSA para determinar el intervalo
de las concentraciones experimentales. Se probaron 10 concentraciones (Cuadro 6) de cada tipo de
nanoparticulas en parasitos adultos. Para esto se emplearon placas de cultivo de 6 pozos. En cada
pozo e colocaron 10 parésitos en 5 ml de agua destilada y la cantidad de AgNPs que se deseaba
probar. Un control consistié en mantener a los parasitos solo en agua destilada. En otro control,
los parasitos se expusieron en PVP para evaluar el efecto toxico del recubrimiento de las
nanoparticulas ARGOVIT. Con fines comparativos, también hubo parésitos expuestos a formalina
(250 pL/L) y cloruro de sodio (36 g/L). Se realizaron cinco replicas para cada tratamiento,
considerando a cada pozo como una réplica (Figura 11). Los parésitos se observaron en el
estereoscopio cada 30 minutos para registrar cambios en apariencia y supervivencia hasta llegar al
100% de mortalidad.

Cuadro 6. Concentraciones experimentales de AgNPs
ARGOVIT (ug/L) | 6000 | 12000 | 18000 | 24000 | 30000 | 36000 | 42000 | 48000 | 54000 | 60000

UTSA (ng/L) 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
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Figura 11. Disefio experimental para probar in vitro el efecto antihelmintico de las AgNPs en
individuos adultos de Cichlidogyrus adultos.

5.3.2 Actividad Antihelmintica en Huevos de Parasitos Cichlidogyrus

Para evaluar la actividad antihelmintica de las AgNPs en los huevos de parasitos Cichlidogyrus, se
colocaron parasitos vivos adheridos a las lamelas branquiales en agua destilada, después de 6 horas
se observaron en el estereoscopio para buscar los huevos ovopositados y extraerlos con una pipeta
Pasteur (Khidr, 1989) (Figura 12).

¥ Lamela
branquial

Parasito

Figura 12. Parasito Cichlidogyrus después de ovopositar observado en el estereoscopio.
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De acuerdo a los resultados del experimento con los parésitos adultos, se selecciond la
concentracion efectiva para matar a los pardsitos en una hora de exposicion, asi como la
concentracion mas alta y la mas baja de AgNPs. Las pruebas se realizaron en placas de cultivo de
6 pozos. En cada pozo se colocaron 10 huevos en 5 ml de agua destilada. Las concentraciones
experimentales fueron: 6,000, 48,000 y 60,000 ug/L de AgNPs ARGOVIT; 6, 36 y 60 pg/L de
AgNPs UTSA,; 250 pL/L de formalina; 36 g/L de cloruro de sodio y agua destilada como control.

Por cada grupo experimental con seis réplicas, después 1 hora de exposicion, los huevos fueron
transferidos a agua limpia y se examinaron cada 24 h en un microscopio invertido (Zeiss Axio Vert.
Al) para observar y contar los huevos de acuerdo a las diferentes etapas de desarrollo (dafiado,
embrionado, desarrollado y eclosionado) (Figura 13). Para mantener las condiciones 6ptimas para
el desarrollo de los huevos, se realizé un recambio del 50% de agua diariamente para mantener la
oxigenacion, la temperatura vario entre 24 y 25°C durante los siete dias que durd el experimento.

Diariamente se realiz6 un conteo de los huevos en las diferentes etapas de desarrollo.

Figura 13. Etapas de desarrollo de huevos de parasitos Cichlidogyrus. a) Dafiado. b) Embrionado.
c) Desarrollado. d) Eclosionado.

46



5.3.3. Determinacion de la Concentracion Letal Media (CLso) de AgNPs

Para determinar la Concentracion Letal Media (CLso) de las AgNPs UTSA y ARGOVIT, se
probaron siete concentraciones escaladas logaritmicamente (Cuadro 7) con base en los resultados

de la prueba in vitro con los parasitos adultos. Se realizaron tres réplicas con 10 parasitos adultos

por concentracion y agua destilada como grupo control. Se registrd la mortalidad a diferentes

tiempos: 0, 15, 30, 40, 45, 60, 120 y 180 minutos. Con los datos obtenidos de mortalidad se realizd

un analisis PROBIT para determinar la CLso en el programa Statgraphics Centurion.

Cuadro 7. Concentraciones de AgNPs aplicadas para determinar la CLso en parasitos

Cichlidogyrus.

UTSA ug/L ARGOVIT pg/L | Tiempo (minutos)
1 6,000 0
1.8 7,800 15
3.4 10,300 30
6.3 13,400 45
11.7 17,500 60
21.6 22,900 120
40 30,000 180

5.4 Alteraciones Ultraestructurales en Individuos de Cichlidogyrus

Para observar los cambios ultra-estructurales en el tegumento de los parasitos Cichlidogyrus, 20

individuos adultos se expusieron por 1 hora a una de las tres concentraciones de nanoparticulas

UTSA (6, 36 y 60 pg/L). En el grupo control los parasitos se mantuvieron solo en agua destilada.
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Los parésitos con AgNPs se extrajeron “moribundos” después de la exposicion a las nanoparticulas,

y para el grupo control se seleccionaron los parasitos desprendidos de las lamelas branquiales. El

proceso de fijacion y preparacion de muestras consistio en lo siguiente:

1.

o vk~ w

Se realizaron dos lavados con buffer de cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4, mediante
agitacion suave para retirar restos de mucus y/o materia organica.

Los parasitos se fijaron con 1 ml de glutaraldehido 2.5% en buffer de cacodilato de sodio
0.1 M, pH 4, en condiciones frias (4°C) por 24 horas.

Se realizaron dos lavados con buffer de cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4

Se realizd una postfijacién y tincion con tetradxido de osmio (OsOs ) 1%, por 2 h.

Se realizaron dos lavados con buffer de cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4

Los paréasitos se deshidrataron con una serie de grados de etanol (25, 50 y 75 %) 15 minutos
en cada concentracion.

Se secaron con didxido de carbono en un “Critical Point Dryer” Quorum K850 (Figura 14)
Los especimenes se montaron en laminillas de metal y fueron cubiertos con oro en un
dispositivo de recubrimiento automatico por pulverizacion,”Sputter coating” Quorum
Q150R ES (Figura 14)

Los parasitos se observaron en un Microscopio Electronico de Barrido (SEM) (Hitachi
Stereoscan SU1510) (Figura 14).
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Parasitos montados

gpuner coating Microscopio Electronico de Barrido

Figura 14. Equipos utilizados para la preparacion de muestras de parasitos para observarse por
microscopia electrdnica de barrido.

Los procedimientos 7-9 se realizaron en el Laboratorio de Microscopia y Fotografia de la
Biodiversidad 1 del Instituto de Biologia de la UNAM a cargo de la M. en C. Maria Berenit
Mendoza Garfias. Se observaron las alteraciones en el tegumento comparando los parasitos del
grupo control contra los parasitos expuestos a las AgNPs.

5.5 Alteraciones Moleculares en Parasitos Cichlidogyrus Expuestos a Nanoparticulas de Plata

5.5.1 Disefio Experimental y Obtencion de Muestras

Se determind el perfil de expresion génica de los parasitos Cichlidogyrus expuestos a dos
concentraciones de AgNPs UTSA (6 y 36 pg/L) por 1 hora. Los paréasitos control estuvieron sélo
en agua destilada. Para cada concentracion y control se utilizaron aproximadamente 1800
individuos parasitos. Se colectaron los parasitos vivos y fijaron en RNAlater, almacenandolos en

refrigeracion hasta su procesamiento para analisis moleculares.
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5.5.2 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN de los parésitos se realiz6 con el kit RNeasy® Plus Micro Kit (QIAGEN)
siguiendo los protocolos establecidos por el fabricante. Se contabilizé la cantidad de ARN en cada
muestra utilizando el espectrofotometro NanoDrop DeNovix® DS-11 y la calidad fue analizada

por electroforesis con un gel de agarosa 1% (Figura 15).
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RNAs totales Dra. C.Chavex/Citiall
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Agarosa 1% en TBE 0.5X

Green Loading DNA Stain

03 Junlo 2019

Figura 15. Electroforesis de ARN de parasitos expuestos a nanoparticulas de plata (6 y 36 pg/L)
y grupo control.

5.5.3 Analisis con Microarreglos Heterologos

Debido a la informacién gendmica escasa de los parasitos Cichlidogyrus, se realizé la técnica de
microarreglos heterélogos utilizando microarreglos del organismo modelo mas cercano
filogenéticamente a los parasitos monogeneos, el nematodo C. elegans, los cuales se obtuvieron y

analizaron en la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia de la UNAM
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5.5.3.1 Hibridacion de microarreglos. Para la sintesis y marcado del cDNA se utilizaron por cada
grupo experimental 5 pg del ARN total, se utilizod el kit First-Strand cDNA (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) incorporando dUTP-Alexa555 o dUTP-Alexa647. La incorporacion de
fluoréforos se analiz6 por absorbancia a 555 nm para Alexa555 y 650 nm para Alexa647. Para la
hibridacion se utilizaron cantidades iguales del cDNA marcado utilizando la solucién de
hibridacion UniHyb (TeleChem International Inc.) para las 22,000 matrices de oligos contenidos
en los microarreglos de C. elegans por 14 h a 42°C. Las hibridaciones se realizaron para las tres
condiciones: parasitos control (sin nanoparticulas), parasitos tratados con 6ug/L y parasitos

tratados con 36pg/L (Figura 16).

¢DNA marcado

Control 6ug/l. AgNPs 36pg/l. AgNPs

Microarreglos C. elegans lm

Figura 16. Modelo de hibridaciones ekperimentales.

5.5.3.2 Analisis de imagenes de los microarreglos. Para obtener las imagenes, después de la
hibridacion los microarreglos se leyeron en el Escaner de microarreglos GenePix 4100-A. El
andlisis de las imagenes se realizo con el software GenePiX para dispositivos moleculares. Con el
software ArrayPro Analyzer, Media Cybernetics (Rockville,MD, USA) se calcularon para cada
“spot” de Alexa555 y Alexa647 el valor de la densidad media, el valor promedio del “background”

y el valor de normalizacion inferior del canal transversal de sefal.

5.5.3.3 Analisis de datos. El andlisis de los datos de los microarreglos se realiz6 con el programa

de software libre genArise desarrollado en la Unidad de Cémputo del Instituto de Fisiologia Celular

51



de la UNAM (http://www.ifc.unam.mx/genarise/). Este programa realiza un numero de
transformaciones, como la correccion del background, reduce la normalizacion, intensifica el filtro
y replica el analisis para seleccionar los genes expresados diferencialmente. La seleccion de estos
genes se genera calculando una intensidad dependiente del valor z-score, el cual se calcula con un
algoritmo para calcular la media y desviacion estdndar para cada punto de datos. Define una

puntuacion z, donde z mide la nimero de desviaciones estandar de un punto de datos de la media.

zi = (Ri - mean(R))/sd(R)

Donde zi es el valor de z-score para cada elemento, R es la relacion logaritmica, log, para cada
elemento, y sd(R) es la desviacion estandar de R. Con este criterio, los elementos con un valor de
la desviacion estandar de z-score >2 es considerado con una expresion de genes diferencialmente

significativa.

Para interpretar los genes expresados y determinar los procesos metabolicos alterados por las
AgNPs mediante la expresion diferencial de genes, se consideraron los genes expresados con un z-
score >2 (p < 0.05) para identificar los genes sobre y sub expresados. Para determinar las rutas

metabolicas se utilizo el programa de libre software DAVID Bioinformatics Resources 6.8.

5.6 Revision Bibliografica Sobre los Efectos Patoldgicos que Ocasionan las AgNPs en Peces

Se realizd una busqueda exhaustiva de literatura relevante de investigaciones sobre el efecto
patologico de las nanoparticulas de plata en peces durante los Gltimos 12 afios (2008-2020) en las
plataformas Google Scholar, PubMed y Scopus con los términos, “silver nanoparticles”,

“pathologies”, “histopathologies”, “fish” y “Oreochromis spp”.

Se seleccionaron los articulos con informacién relevante sobre los efectos patoldgicos que
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provocan las AgNPs con especial énfasis en los estudios realizados con tilapia nil6tica

(Oreochromis spp.).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Evaluacion Antihelmintica in vitro

6.1.1 Actividad Antihelmintica de AgNPs en Parasitos Adultos

Las AgNPs ARGOVIT y UTSA fueron efectivas para matar a los paréasitos Cichlidogyrus con un
efecto concentracién-dependiente (Figura 17 y 18). Para las nanoparticulas ARGOVIT, las
concentraciones mas altas (48,000; 54,000 y 60,000 pg/L) mataron el 100% de los parésitos a los
60 minutos de exposicion, mientras que la concentracion méas baja (6,000 pg/L) los mato en 300
minutos. Para el caso de las nanoparticulas UTSA, las concentraciones 36, 42, 48, 54 y 60 ug/L
mataron en 60 minutos a todos los parasitos, en cambio las concentraciones mas bajas (6 y 12 pg/L)
los mataron en 180 minutos. EI 100% de mortalidad de los parasitos expuestos a formalina y cloruro
de sodio fue hasta los 180 minutos. En los grupos control y expuestos a PVP la mortalidad fue de
20% a los 300 minutos.
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Figura 17. Mortalidad de parasitos Cichlidogyrus adultos expuestos a diferentes concentraciones
de AgNPs ARGOVIT
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Figura 18. Mortalidad de parasitos Cichlidogyrus adultos expuestos a diferentes concentraciones
de AgNPs UTSA

La concentracion letal media (CLso) de las AgNPs UTSA y ARGOVIT fue 29.4 pg/L y 20,200
Ma/L, respectivamente, despues de 1 hora de exposicion de los parasitos. En el cuadro 8 se

presentan diferentes concentraciones letales a distintos tiempos y porcentajes de mortalidad.

Cuadro 8. Concentraciones letales (CL10-CLgo) de nanoparticulas de plata en parésitos
Cichlidogyrus adultos

AgNPs UTSA
ug/L 15min - 30min  60min 90 min 120 min 180 min
CL10 19,9 16,5 12.8 11,4 10,8 7,8
CL30 25,3 19,6 16.7 15,4 14.1 11,6
CL50 29 21,7 29.4 19,2 16.3 14.2

CL70 32.7 23.8 22,1 20.3 18,6 16,8
CL90 38,1 26.9 26.1 23.4 21,9 20.6
CL99 50.8 34.2 35.4 31,5 29.7 29.6
AgNPs ARGOVIT
ug/L 15min 30min  60min 90 min 120 min 180 min
CL10 20,600 7,500 5,600 4,400 4,600 2,100
CL30 35,000 20,900 14,200 12,500 10,100 7,800
CL50 45,000 30,200 20,200 18,200 14,000 11,700
CL70 55,000 39,500 26,300 23,800 17,800 15,700
CL90 69,400 52,900 35,000 32,000 23,400 21,400
CL99 89,300 71,400 46,900 43,200 31,000 29,200

55



En la acuicultura la aplicacién de productos antihelminticos mediante bafios de inmersion para
eliminar ectoparasitos en peces es una técnica usual, el tiempo de exposicion puede variar
dependiendo de la tolerancia de los peces. Por lo tanto, elegimos la concentracion mas baja que
logré eliminar al 100% de los parésitos en una hora; 48,000 ug/L ARGOVIT y 36 pg/L UTSA
AgNPs como concentracion potencial para aplicar en parésitos infestados.

La diferencia en el orden de magnitud de las concentraciones efectivas de los dos tipos de AgNPs
se debe a las caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas, las ARGOVIT son de mayor
tamafio en diametro (35 nm) y estan recubiertas con PVP, mientras que las UTSA no tienen
recubrimiento y presentan menor tamafio (1-3 nm). En varios estudios se ha observado que las

nanoparticulas de menor tamafio y sin recubrimiento son mas letales.

Ivask et al., (2014) demostraron que las AgNPs de 10 nm son mas tdxicas que las de 20 a 80 nm,
argumentando que las nanoparticulas de tamafio menor suelen liberar méas iones de plata en la
dilucion, por lo que la toxicidad esta asociada a la sinergia entre los iones de plata y las AgNPs.
Adicionalmente, los autores hipotetizaron que con las AgQNPs de menor tamafio (10 nm) se puede
incrementar la biodisponibilidad de la plata e inducir la formacién de ROS en las células. Asi
mismo, Ayala-Nufiez, (2010) observaron que las AgNPs de menor tamafio (< 10 nm) son mas
toxicas debido a su habilidad para internalizarse en estructuras que no son posibles para las
nanoparticulas mas grandes. También se sabe que la letalidad de las AgNPs esta asociada al
recubrimiento de las nanoparticulas; por ejemplo, en un estudio con Daphnia magna la
concentracion letal media de las AgNPs recubiertas de lactato, PVP y sulfonato dodecilbenceno
sodico, fue 28.7, 2.0 y 1.1 ug/L, respectivamente, después de 48 h de exposicion (Zhao y Wang,
2012). En otro estudio, en el que se analizé la viabilidad celular de macréfagos y células epiteliales,
las AgNPs sin recubrimiento fueron mas citotoxicas, los efectos se produjeron a niveles a
concentraciones menores a 1 pg/ml, mientras que con las AgNPs con PVP la letalidad fue
comparable a 25 pg/ml, observandose un efecto dosis dependiente con ambos tipos de
nanoparticulas (Nguyen et al., 2013), estos resultados coinciden con la respuesta obtenida en el

presente estudio.

Varias investigaciones han demostrado el efecto de las AgNPs contra bacterias, hongos, virus e
insectos (Gorth et al., 2011; lvask et al., 2014; Franci et al., 2015; Govindarajan y Benelli, 2015;
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Lara et al., 2015; Aderibigbe, 2017); sin embargo, son pocos los que han evaluado la efectividad
de las AgNPs contra parasitos de peces. Saleh y colaboradores (2017) evaluaron el efecto de AgNPs
(21 nm) contra el parésito ciliado Ichthyophthirius multifiliis, causante de la enfermedad de “puntos
blancos”, la cual puede ser mortal para los peces, ellos determinaron que 10 pg/L de AgNPs son
100% efectivas para eliminar a los ciliados después de 2 horas, por lo que recomiendan que las
AgNPs pueden utilizarse como agente antiprotozoario en la acuacultura de peces. En el presente
estudio, se obtuvo un resultado similar con la concentracion de 6 pg/L de AgNPs UTSA, donde se
observo una mortalidad del 100% de los parasitos a las 3 horas de aplicacion. Ademas, obtuvimos
mayor eficacia en menos tiempo (60 minutos) con las concentraciones entre 36 y 60 ug/L de AgNPs
UTSA. Sin embargo, no podemos comparar los resultados con las AQNPs ARGOVIT debido a que
se requirieron concentraciones mas altas para eliminar a los parasitos (48,000 — 60,000 pg/L en una
hora).

El presente estudio es el primero en evaluar el efecto antihelmintico de las AgNPs en helmintos
parasitos acuaticos, hasta el momento solo existen evaluaciones de las AgNPs en helmintos
terrestres. En el nematodo Haemonchus contortus, 30 pug/ml de AgNPs (28-44 nm) indujeron el
93% de mortalidad después de 24 h de exposicion (Tomar y Preet, 2017). Asi mismo, Rashid y
colaboradores (2016) probaron AgNPs (78.5-100 nm) en el gusano de tierra Pheretima posthuma,
obteniendo la concentracion efectiva de 50 mg/ml en 24 h de exposicion. Como podemos observar
las concentraciones que se requieren para matar a los parasitos terrestres son mayores comparando
con los resultados de nuestros analisis, las AgNPs ARGOVIT y UTSA que se requieren para matar
al 100% de los monogeneos después de 5 horas de exposicion son 6,000 y 6 pg/L respectivamente.
Estas diferencias probablemente se deben a las caracteristicas estructurales de la cuticula de los
nematodos y el tegumento de los monogeneos, la cuticula es méas resistente dado a que es mas
compleja y variada en su estructura que incluye tres capas principales; cortical, media y basal, la
capa exterior es mas dura al estar compuesta por cuticula de colageno (Lee, 1967; Davies y Curtis,
2011), esta cuticula provee a los nematodos gran proteccién contra la entrada de agentes externos
(Johnstone, 1993; Page y Johnstone, 2007). En contraste, los monogeneos poseen una delgada
membrana exterior seguida de una densa capa de epidermis citoplasmatica (sincitio) y una lamina
basal, asi como una capa de fibras musculares circulares y longitudinales (Lee, 1967; EI-Naggar et
al., 1991).
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6.1.2 Actividad Antihelmintica de AgNPs en Huevos de Parasitos Cichlidogyrus

Las nanoparticulas de plata ARGOVIT y UTSA inhibieron el desarrollo de los huevos de
Cichlidogyrus. Las tres concentraciones de AgNPs ARGOVIT (6,000; 36,000 y 60,000 pg/L)
inhibieron al 100% de los huevos al igual que 36 pg/L y 60 pg/L de las AgNPs UTSA, sin embargo
la concentracion de 6 pg/L UTSA, dafié sélo el 50% de los huevos. La formalina inhibié en un
90% el desarrollo de los huevos, mientras que el éxito de eclosion para el grupo control y cloruro
de sodio (salinidad) fue del 90% (Figura 19).
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Figura 19. Etapas de desarrollo de huevos de Cichlidogyrus expuestos a AgNPs
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Aunque la concentracion mas baja de las AgNPs UTSA (6 ug/L) solo dafiaron el 50% de los
huevos, estas afectaron el tiempo de desarrollo de los parasitos, la eclosion se present6 a los 7 dias,
en comparacion con el grupo control donde el tiempo de desarrollo y eclosion fue a los 4 dias
(Figura 20).
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Figura 20. Tiempo de eclosién en huevos de Cichlidogyrus expuestos a AgNPs

De acuerdo con estos resultados, las concentraciones efectivas de AgNPs que eliminan a los
parasitos adultos, también pueden dafar a los huevos del parasito Cichlidogyrus en condiciones in
vitro; 48000 pg/L ARGOVIT y 36 pg/L UTSA. Este es un resultado interesante dado que
comunmente los huevos de los monogeneos son tolerantes a los compuestos antihelminticos
(Zhang et al., 2014; Morales-Serna et al., 2018).

Existen pocos estudios donde evaltan el efecto de las AgNPs en huevos de helmintos parésitos.
Gherbawy et al., (2013), observaron que la combinacion de AgNPs-Triclabendazol (4.66 nm)
inhibe 90.6% la eclosion de huevos de Fasciola hepatica en comparacion con solo Triclabendazol
que inhibe 70.6%. En huevos del nematodo Haemonchus contortus se determin6 que 1 pg/ml de
AgNPs (15-25 nm) inhibe 85% de eclosion después de 48 horas de exposicién (Tomar y Preet,
2017). Asi mismo, Kalaiselvi et al., (2019) evaluaron AgNPs (20-30 nm) sintetizadas a partir del
latex de la planta Euphorbia tirucalli en huevos de neméatodos Meloidogyne incognita, ellos
determinaron que los porcentajes de inhibicion en la eclosion fueron 5.34%, 87.51%, 99.59% vy
100% con las concentraciones 100, 250, 500 y 1000 ng/ml de AgNPs, respectivamente. En el
presente estudio, de igual forma las AgNPs ARGOVIT y UTSA inhibieron el desarrollo de los
huevos de los parasitos monogeneos, incluso las AgNPs UTSA mostraron mayor eficiencia dado
a que se requieren concentraciones menores (36 y 60 ug/L) para eliminar el 100% de los huevos,

lo cual puede atribuirse a que son nanoparticulas de menor tamafio (1-3 nm) y sin recubrimiento.
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Mediante imagenes de microscopia electrénica se ha observado que las AgQNPs provocan dafios en
la superficie de los huevos de los helmintos, perforacién, encogimiento y desintegracion del
embrion (Gherbawy et al., 2013; Tomar y Preet, 2017). Lara et al., (2015) observaron que las
AgNPs UTSA causan disrupcion y permeabilizacion en la membrana del hongo Candida albicans.
Las AgNPs logran penetrar en la célula, rompiendo la membrana a pesar de la rigidez, lo cual
provoca la salida de los componentes celulares y por consecuencia la muerte. Esta situacion podria
pasar en los huevos de parasitos monogeneos expuestos a las AgNPs. Los huevos de los
monogeneos estan recubiertos por una capa 0 membrana compuesta por lipidos, proteinas y
carbohidratos provenientes de las células vitelogenas, las cuales pasan por un proceso enzimatico
de esclerotizacién para formar un tipo de cascardn resistentes para proteger al embridn de agentes
fisicos y quimicos externos (Kearn, 1986; Whittington y Kearn 2011). Estas caracteristicas son
similares a las caracteristicas estructurales de la pared celular de las bacterias en las cuales se ha
determinado que las AgNPs se adhieren a la superficie de la pared celular y membrana causando
permeabilizacion, penetran al interior y dafian las estructuras intracelulares (Dakal et al. 2016).

También observamos que la inhibicion en el porcentaje de eclosion de los huevos expuestos a las
AgNPs se presentd desde el dia 1, donde todos los huevos se dafiaron con las tres concentraciones
de las nanoparticulas ARGOVIT (6,000; 36,000 y 60,000 pg/L) y dos concentraciones de las
nanoparticulas UTSA (36 pg/L y 60 ug/L), la concentracion de 6 pg/L so6lo inhibio el 50% de la
eclosion de los huevos. No obstante, esta concentracion también tuvo un efecto antihelmintico en
los huevos de los parasitos Cichlidogyrus al retardar el tiempo de desarrollo y eclosion el cual fue

mayor comparado con el grupo control, 7 y 4 dias respectivamente.

La efectividad de las AgNPs para eliminar huevos y adultos de los monogeneos es importante, ya
que otros agentes terapéuticos como la formalina, cloruro de sodio y algunos farmacos pueden
eliminar a los adultos pero no al 100% de los huevos (Fajer-Avila et al., 2007; Zhang et al., 2014:
Morales-Serna et al., 2018), permitiendo asi que continGe la propagacion de los parasitos. Por lo
tanto, consideramos que las nanoparticulas de plata pueden ser una buena opcidn para el control de
ectoparasitos monogeneos en el cultivo de peces. Este estudio puede ser el punto de partida para
explorar la opcidn de la aplicacion de nanoparticulas de plata para eliminar monogeneos que causan
mortalidades en los cultivos de peces con importancia comercial, por ejemplo Gyrodactylus en la

salmonicultura.
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6.2 Alteraciones Ultraestructurales de Nanoparticulas de Plata en Cichlidogyrus

La exposicion de los parasitos a las AgNPs mostrd diferentes efectos a nivel ultraestructural, la
exposicion a concentraciones altas provoco alteraciones mayores en la arquitectura del tegumento

de los parasitos.

Cabe sefialar que antes de esta investigacion, no habia registro de imagenes SEM del tegumento de
los parasitos Cichlidogyrus, la organizacion ultraestructural normal del tegumento es similar a la
estructura bésica de otros monogeneos, desde la region anterior hasta la posterior (haptor) (Figura
21A). En la region anterior presenta corrugaciones y pliegues, con algunas protuberancias o papilas
sensoriales (Figura 22A-C). La region media del cuerpo se observa con estrias o corrugaciones
anulares, que son tipicas de la musculatura del tegumento para la contraccion de los parasitos
(Figura 21C). En la parte posterior donde se localizan las estructuras del haptor, el tegumento es

liso con algunas ornamentaciones (Figura 21B).

Haptor y C) region media con estriaciones o corrugaciones normales.
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Figura 22. SEM de region anterior de parésito Cichlidogyrus adulto sin nanpartl’culas de Iata. A)
Corrugaciones B) Protuberancias y C) Papilas sensoriales.

Las AgNPs UTSA ocasionaron dafios en el tegumento de los parésitos de acuerdo a la
concentracion a la que fueron expuestos, con la concentracion mas baja (6 pg/L) no se observaron
dafios en la morfologia normal pero presentaron alteraciones ligeras como hinchamiento del
tegumento y la formacion de vacuolas o “burbujas” como resultado de una probable respuesta
fisioldgica (Figura 23). En cambio los parasitos expuestos a las concentraciones de 36 y 60 pg/L
presentaron cambios mas notables en la arquitectura del tegumento, la epidermis se observé mas
hinchada, las corrugaciones normales se perdieron, asi como una ruptura del tegumento en algunas
areas (Figura 24C), con la concentracion mas alta se observo un dafio total en todo el cuerpo de los
parasitos, se perdié la anatomia normal de las regiones del cuerpo, no sélo hubo destruccion del

tegumento, también se observé un dafio en el haptor (Figura 24A-B).

£ : o aohed’
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Figura 23. SEM de region media de parasitos Cichlidogyrus expuestos a 6 pg/L de AgNPs UTSA.
Las flechas indican vacuolas o burbujas en el tegumento, asteriscos indican hinchazén del tejido.
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Figura 24. SEM de parésitos Cichlidogyrus expuestos a 36 ug/L (C) y 60 u/L(A y B) de AgNPs
UTSA. A) Destruccion de la anatomia externa, perdida de corrugaciones. B) Haptor dafiado y C)
region media con hinchamiento, ruptura del tegumento y pérdida de corrugaciones.

El tegumento es la epidermis de los parasitos, por lo que es el primer sitio de contacto de las AgNPs.
El tegumento de los monogeneos cumple funciones que son esenciales para su estilo de vida como
ectoparasitos, funciones como absorcion y secrecion de sustancias, osmoregulacion, soporte
mecanico y proteccidn contra dafios de agentes toxicos (Dalton et al. 2004; Hodova et al., 2018).
Por lo tanto, un dafio severo en el tegumento puede ocasionar la muerte de los paréasitos. En el
presente estudio se observaron cambios mayores en el tegumento de los parasitos expuestos a 36 y
60 pg/L de AgNPs UTSA. Kar et al., (2014) obtuvieron resultados similares aplicando 1 mg/ml de
nanoparticulas de oro al cestodo Raillietina sp., los autores concluyeron que los cambios
ultraestructurales en el tegumento estan ligados a la posible inhibicidn de la sintesis de proteinas
como resultado de la exposicion a las nanoparticulas. Barbosa et al., (2019) determinaron el efecto
de AgNPs en la cuticula de larvas del nematodo Ancylostoma caninum, la cuticula presento

cambios estructurales en la morfologia de los parasitos. También la exposicidon de nematodos
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Brugia malayi a AgNPs indujo cambios a nivel ultraestructural mostrando cambios y ruptura de la
vaina que recubre a estos nematodos (Singh et al., 2012). Sin embargo, en otro estudio donde se
aplicaron concentraciones entre 15 y 1000 ug/ml de AgNPs, éstas no ocasionaron dafios en el
tegumento del treméatodo Schistosome cercarie, probablemente debido a la inestabilidad de las
AgNPs en el agua, por lo tanto sélo una pequefia fraccién pudo ser funcional (Cheng et al., 2013).

En el presente estudio, incluso con la concentracion mas baja de AgNPs (6 pg/L), los monogeneos
exhibieron una respuesta fisiologica expresada por la presencia de vesiculas o burbujas. En
parésitos helmintos es comun la formacion de estas vesiculas inducida por la detoxificacion y
respuesta al estrés inducido por agentes xenobidticos (Toner et al., 2008; O’Neill et al., 2015; De
la Torre-Escudero et al., 2016).

Para entender los procesos fisioldgicos que desencadenan las AgNPs en los parasitos es necesario
investigar los mecanismos de accion a nivel molecular, asi como dafios internos a nivel

ultraestructural que conducen a la muerte de los parasitos.

6.3 Alteraciones Moleculares en Parasitos Cichlidogyrus Expuestos a Nanoparticulas de Plata

6.3.1 Hibridacion de Microarreglos Heterologos

Se utilizaron microarreglos de C. elegans por ser el organismo modelo mas cercano
filogenéticamente a los parasitos monogeneos Cichlidogyrus spp. El analisis de los microarreglos
reveld la hibridacion de genes que fueron compatibles entre las dos especies, los resultados
mostraron la hibridacion de 19,539 genes con la concentracion baja de AgNPs UTSA (6 pg/L) y
19,472 genes con la concentracion alta (36 pg/L), de los 20,000 genes contenidos en los

microarreglos de C. elegans (Figura 25).
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La técnica de microarreglos se ha utilizado con éxito para estudios de expresion de genes para
identificar mecanismos de enfermedades y modos de accion de xenobidticos, sin embargo este tipo
de estudios en especies no modelo representa un reto debido a la precaria disponibilidad de
informacién genética. Los microarreglos heterdlogos con informacién genémica de especies
modelo proveen informacion suficiente para determinar perfiles de expresion y analizar los
mecanismos de accion en los organismos expuestos a xenobioticos (Degletagne et al., 2010; Ruiz-
Laguna et al., 2015; Roy, 2017). En el presente estudio la hibridacion de microarreglos heterélogos
proveen informacion suficiente para determinar los principales mecanismos de accion de las

AgNPs en los parasitos monogeneos.
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Figura 25. Perfil de expresion diferencial de genes en parasitos Cichlidogyrus spp. expuestos a
concentracién baja (6 pg/L) y alta (36 pug/L) de nanoparticulas de plata
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6.3.2 Expresion Diferencial de Genes en Parasitos Expuestos a Nanoparticulas de Plata

Para identificar la expresion diferencial de genes sobre y sub expresados se establecid un limite
para analizar los genes con un valor de z-score > 2 (p < 0.05). El perfil de expresion génica mostro
algunas diferencias dependiendo de la concentracién de AgNPs a la que fueron expuestos los
parasitos. En la concentracion baja (6 pg/L) se obtuvieron 424 genes sobre expresados y 328 genes
sub expresados, mientras que en la concentracion alta (36 pg/L) se sobre y sub expresaron 422 y
387 genes respectivamente. Asi mismo, en ambas concentraciones se sobre-expresaron 36 genes y

80 genes se sub-expresaron (Figura 26).

Genes sobre expresados Genes sub expresados

High High
Figura 26. Diagramas de Venn mostrando el nimero de genes diferencialmente sobre-expresados
y sub-expresados con las concentraciones de 6 pg/L (Low) y de 36 pg/L (High) de nanoparticulas
de plata.

6.3.3 Procesos Bioldgicos y Rutas Moleculares Inducidas por las Nanoparticulas de Plata

Se identificaron las rutas moleculares en las que participan los genes expresados diferencialmente
con ambas concentraciones de AgNPs (6 pg/L y 36 pg/L). Interesantemente al parecer las AgNPs
activan procesos biologicos similares en los parésitos expuestos a la concentracion baja y alta,

aunque el perfil de expresion fue diferente (Figura 27).
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Figura 27. Rutas moleculares activadas por las AgNPs en los parasitos Cichlidogyrus. A) 6 pg/L

AgNPs y B) 36 pg/L AgNPs

Para acotar los principales procesos bioldgicos en los que incidieron las AgNPs en los parasitos

monogeneos se seleccionaron los 30 genes mayormente sobre y sub expresados que cuentan con

anotacion.
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El listado de genes para la concentracion baja (6 pg/L) se muestra en el cuadro 9. Estos genes estan
involucrados en diferentes procesos como detoxificacion (mrp-4, nhr-49), neurotoxicidad (zig-5,
zag-1, ahr-1, cfz-2, unc-11, fat-3, unc-26), modulacion de la sefializacion celular (akt-2, pgm-1,
pdl-1), muerte celular (pgn-41, rfc-2, hsr-9), reproduccién y desarrollo embrionario (lin-9, syp-3,
lap-1, hmr-1, cyb-2.1, spe-11, nhr-23, spe-29, rrf-3, nhr-40, hpl-2, pat-6) y organizacion del
tegumento (ifb-1, cut-1) (Figura 28).

Cuadro 9. Genes (top 30) sobre-expresados y sub-expresados en paréasitos Cichlidogyrus
expuestos una hora a 6 pug/L AgNPs (+ genes sobre-expresados, - genes sub-expresados)

ID Simbolo  Z-score Funcion Referencia
Y48A6A.1 zig-5 +4.75 Adhesion de células neuronales Dégletagne et al., 2010
ZK637.78 -9 +4.67 D'ferenc'ag'rggngoosns‘ff&a ormacion @€ Ruiz-Laguna et al., 2015

F21G4.2 mrp-4 +4.28 Detoxificacion, trgns_portadores de Roy, 2017
membrana via lisosoma.
F53A3.4 pgn-41 +4.15 Muerte celular programada Kinet y Shaham, 2014
CotHs.1  pd-l 4351 Rutas ?Feosf(”(‘;‘;'/zDa;'g‘l‘ée'“'ar' Park y Lee, 2018
F39H2.4 syp-3 +2.93 Meiosis, segregacion de cromosomas Smolikov et al., 2007
Desarrollo larval, degradacion de
ZK353.6 lap-1 +2.83 auticula, engima ?jigestiva Joshua, 2001
W02B9.1B hmr-1 +2.81 Desarrollo embrionario Padmanabhan et al., 2017
Y43E12A.1  cyb-2.1 +2.8 Desarrollo embrionario Rabilotta et al., 2015
F48C1.7 Spe-11 +2.47 Desarrollo embrionario Browning y Strome, 1996
CO01H6.5B nhr-23 +2.45 Desarrollo larval, muda Kouns et al., 2015
Rutas de sefializacion celular,
F28H6.1B akt-2 +2.23 (FOXO)/DAF-16 Nakagawa et al., 2015
Actividad antiapoptdtica
F25H8.7 spe-29 +2.21 Reproduccion Nance et al., 2000
F10C1.2B ifb-1 +2.19 Union muscular a cuticula Kaminsky et al., 2009
F10B5.7 rrf-3 +2.14 Espermatogénesis Gent et al., 2009
F28F9.1 zag-1 -3.08 Diferenciacion neuronal Wacker et al., 2003
C41G7.5 ahr-1 —2.96 Neurotransmision Zhang et al., 2016
Embriogénesis
F58F6.4 rfc-2 -2.87 Reparacién de ADN por escision de Lans y Vermeuken, 2011
nucledtidos
F27E11.3A cfz-2 —2.67 Organizacion neuronal Zinovyeva y Forrest, 2005
C32E8.10C unc-11 —2.66 Biogénesis de vesiculas sinapticas Nonet et al., 1999;
Burbea et al., 2002
Morfogénesis, desarrollo de células .,
T03G6.2B  nhr-40  —2.57 e lares on ol ¢ oitelio Brozovi et al., 2006
C47G2.1 cut-1 —-2.53 Formacion de cuticula Sapio et al., 2005
La sub-expresion de pgm-1 suprime
F40F8.7 pgm-1 —2.48 la expresion de daf-2 y ocasiona un Tepper et al., 2013

desarrollo lento



wWo08D2.4

K10C3.6A
K01G5.2A
JC8.10B

C50C3.9

TOSF1.6A
T26E3.3

fat-3

nhr-49
hpl-2
unc-26

unc-36

hsr-9
Par-6

—2.42

—2.42
—2.41
—2.35

—2.24

—2.06
—2.06

Biogénesis y reciclaje de vesiculas

sinapticas

Detoxificacion fase 1l

Resistencia al estrés
Reciclaje de vesiculas sinépticas
Actividad funcional de neuronas

mecanosensoriales
Apoptosis, reparacion de ADN
Embriogénesis

Lesa et al., 2003; Watts et

al., 2003
Hu et al., 2018
Kozlowski et al., 2014
Harris et al., 2000

Lainé et al., 2011

Ryu et al., 2013
Nance et al., 2000

En el mismo sentido, los 30 genes mayormente sobre y sub-expresados en la concentracion alta

(36 ng/L) se observan en el cuadro 10. La mayoria de los genes son diferentes a los expresados con

la concentracion baja, sin embargo estan involucrados en los mismos procesos bioldgicos;

detoxificacion (pcs-1), neurotoxicidad (str-2, rab-3, zag-1, smp-1, ldb-1, ehs-1), modulacién de la

sefializacion celular (akt-1, vhp-1, jkk-1), dafio al ADN (ceh-30) reproduccion y desarrollo

embrionario (pal-1, goa-1, cdc-25.1, ptl-1, lag-1, tra-2, nhr-40, msi-1, lev-11, efn-2) y organizacion

del tegumento (pat-6, ajm-1, lon-3, cut-1) (Figura 28).

Cuadro 10. Genes (top 30) sobre-expresados y sub-expresados en parésitos Cichlidogyrus
expuestos una hora a 36 pg/L AgNPs (+ genes sobre-expresados, - genes sub-expresados)

ID Simbolo Z-score Funcién Referencia
C50C10.7 str-2 +4,79 Desarrollo neural Zhang et al., 2016
C12D8.10B akt-1 +3,38 Sefializacion celular-FOXO/DAF-  Quevedo et al., 2007

16
Actividad antiapoptética
C38D4.6 pal-1 +3,31 Desarrollo embrionario Baugh et al., 2005
T21D12.4 pat-6 +3,02 Adhesidn de células musculares Lin et al., 2003
durante la maduracién
ZK75.3 ins-3 +2,9 Resistencia al estrés Hung et al., 2014
C25A11.4A ajm-1 +2,68 Unién apical del epitelio Képpen et al., 2001
C26C6.2 goa-1 +2,65 Desarrollo embrionario Minaba et al., 2006
C33D12.7 ceh-30 +2,65 Biogénesis de vesiculas sindpticas  Schwartz y Horvitz,
2007
KO06A5.7 cdc-25.1 +2,55 Desarrollo embrionario Kim et al., 2004
C08B11.2 hda-2 +2,45 Organizacion y remodelacion de Pothof et al., 2003
la cromatina
F42G9.9D ptl-1 +2,37 Desarrollo embrionario y Chew et al., 2013
neuronas mecanosensoriales
K08B4.1A lag-1 +2,36 Regulador transcripcional, Christensen et al.,

sefializacion en el desarrollo de

nematodos

1996
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FO8B1.1A vhp-1 +2,34 Regulador negativo de la Mizuno et al., 2004
sefializacion celular INK-MAPK.
Regulador negativo de la
tolerancia al estrés
F35C8.3 jKk-1 +2,33 Activa la ruta JNK Kawasaki et al., 1999
C15F1.3B tra-2 +2,31 Determinacion sexual en machos  Mapes et al., 2010
F54D5.1 pcs-1 +2,3 Detoxificacion de metales Vatamaniuk et al.,
pesados 2001; Essig et al.,
2016
C18A3.6A rab-3 +2,28 Regulacion de vesiculas en Nonet et al., 1999
endocitosis y exocitosis
T03G6.2B nhr-40 -3,76 Morfogénesis, desarrollo de Brozova et al., 2006
células musculares en el epitelio
C50F2.10 abf-2 -3,57 Respuesta inmune Tenor y Aballay, 2008
R10E9.1 msi-1 -3,43 Reproduccion Yoda et al., 2000
F08B1.2 gcy-12 -3,11 Regula el tamafio del cuerpo Fujiwara et al., 2015
F28F9.1 zag-1 -3,03 Desarrollo neuronal Wacker et al., 2003
Y105E8B.1D lev-11 -2,85 Diferenciacion sexual Watabe et al., 2018
ZC302.1 mre-11 -2,39 Reparacion de ADN Yin y Smolikove, 2013
ZK836.1 lon-3 -2,22 Formacion de cuticula Suzuki et al., 2002
C43F9.8 efn-2 -2,16 Desarrollo embrionario Wang et al., 1999
F46B6.3B smg-4 -2,15 Correccion de transcripciones Aronoff et al., 2001
aberrantes
Y54E5B.1B smp-1 -2,12 Embriogénesis Dalpe et al., 2012
C06G4.2B clp-1 -2,11 Distrofia muscular Joyce et al., 2012
F58A3.1C ldb-1 -2,1 Desarrollo neuronal Cassata et al., 2000
ZK1248.3A ehs-1 -2,07 Reciclaje de vesiculas sinapticas Salcini et al., 2001
C47G2.1 cut-1 -2,06 Formacion de anillos Sapio et al., 2005

longitudinales en cuticula

Estos resultados indican que las dos concentraciones de AgNPs inducen procesos bioldgicos

similares en los parasitos Cichlidogyrus a través de diferentes mecanismos.
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Figura 28. Respuesta molecular de los parasitos monogeneos a nanotoxicidad por nanoparticulas
de plata. Descripcion de los procesos y genes involucrados en el texto.

6.3.3.1 Alteracion en la organizacion del tegumento. El tegumento es la epidermis de los
monogeneos, el cual tiene diversas funciones como la absorcion y secrecion de sustancias,
osmoregulacion, soporte mecanico y proteccion contra agentes xenobidticos (Hodova et al., 2018).
Como observamos con las imagenes SEM, el primer sitio de contacto de las AgNPs es en el
tegumento de los parasitos provocandole dafios en su ultraestructura. Las AgNPs activaron genes
que acttan en la epidermis como cut-1, nhr-23, ifb-1, pat-6, ajm-1y lon-3. Especificamente con la
concentracion baja de AgNPs se observd una sobre-expresion en el gen intermediario en los
filamentos de proteina (ifb-1), el cual es importante en la formacion del citoesqueleto en las células
de muchos metazoarios para proveer resistencia mecanica (Liu et al., 2012). En C. elegans, ifb-1
tiene un papel importante en la union muscular con la cuticula y para el mantenimiento de la

organizacion y union de la hipodermis con el tejido muscular; deficiencias en el gen ifb-1 causan
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defectos morfologicos y en las células excretoras (Qing et al., 2018). Al mismo tiempo, los
parésitos expuestos a la concentracion alta de AgNPs mostraron sobre-expresion de genes que
actuan en la unién muscular con el tegumento; pat-6/actopaxina (Lin et al., 2003; Liu et al., 2012)
y ajm-1 que se localizan en el dominio de union apical del epitelio basal de C. elegans en el
complejo caderina-catenina (HMR-HMP), el cual es importante para el mantenimiento estructural
del epitelio (Kdppen et al., 2001; Armenti y Nance, 2012), asi como lon-3 que es secretado por la
hipodermis y se requiere para la regularizacion en el tamafio del cuerpo de los helmintos (Suzuki
et al., 2002; Soete et al., 2007). El gen cut-1 (cuticlin-1) se sub-expresé con ambas concentraciones
de AgNPs, cut-1 codifica para un componente de la cuticula de C. elegans que contribuye a la
formacion de envolturas extracelulares que protegen al organismo del medio ambiente (Sebastiano
et al., 1991). Deficiencia de cut-1 ocasionan un incremento en el didmetro, reduccion del tamafio
y pérdida de las corrugaciones en larvas de C. elegans (Sapio et al., 2005). Por lo tanto, podemos
deducir que la exposicion de los parasitos a las AgNPs afecta la organizacion del tegumento, la
concentracion baja causa problemas asociados con la resistencia mecénica, mientras que la

concentracion alta afecta la integridad estructural.

6.3.3.2 Las AgNPs activan mecanismos de detoxificacion. La exposicion a la concentracion baja
de AgNPs induce la expresion del gen mrp-4 (proteina 4 asociada a la resistencia a mualtiples
farmacos), un miembro de la subfamilia C de los transportadores ABC, este gen actla en la
membrana plasmatica de diferentes tipos celulares, especialmente en tejidos que tienen una funcién
de barrera, como el tegumento de los parasitos, intestino, higado y capilares cerebrales. Mrp-4
expulsa a los xenobidticos fuera de las células protegiendola de compuestos citotdxicos (Borst et
al., 2007; Russel et al., 2008). Los transportadores ABC estan presentes en gusanos platelmintos,
especificamente en los parasitos monogeneos la subfamilia C de los transportadores ABC esta bien
representada (Cafa-Bozada et al., 2019). La sub-expresioén de mrp-4 sugiere que las AgNPs entran
al parésito a traves del tegumento y activan procesos de detoxificacion celular para expulsar las
nanoparticulas fuera de las células como un mecanismo de defensa. Sin embargo, la sub-expresion
del gen receptor de hormona nuclear, nhr-49, nos indica un decremento en la respuesta de
detoxificacion. En C. elegans, bajo condiciones normales, nhr-49 es esencial para la expresion del

gen gst-4 (glutation transferasa) el cual participa en la fase 1l en el proceso de detoxificacion (Hu
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et al., 2018). Por lo tanto, el decremento en la expresion de nhr-49 nos indica que las AgNPs no
estan siendo expulsadas completamente y algunas nanoparticulas logran pasar a traveés de la

epidermis.

Con la concentracion alta de AgNPs (36 pg/L/h) se sub-expreso el gen pcs-1 que codifica para la
enzima fitoquelatina sintasa, la cual esta relacionada en procesos de detoxificacion de metales
pesados y actla a nivel de la hipodermis, faringe y musculos de la pared del cuerpo de los
organismos (Vatamaniuk et al., 2001). El incremento en la expresion de pcs-1 aumenta la tolerancia
a los metales pesados (Wojas et al., 2010). En un estudio realizado con C. elegans se observo que
la desregulacion o knockout de pcs-1 provoca una hipersensibilidad de los parasitos al cadmio, lo
que ocasiona retardo en el desarrollo y muerte temprana del parasito (Essig et al., 2016), por lo
tanto, la sub-expresion de pcs-1 en los parasitos Cichlidogyrus puede indicar que las AgNPs a 36
pg/L/h no son expulsadas y es mayor la concentracion de plata que interactta en el interior del
parasito (Figura 29). Ademas se ha observado que pcs-1 es méas sensible a la toxicidad por cadmio
que por otros metales, siendo pcs-1 una ruta de detoxificacion por este metal a diferencia de las
expresion usual de metaloproteinas (Hughes et al., 2009), en los resultados no se identificé la
expresion de metaloproteinas como medio de detoxificacion de metales en el parésito, sin embargo

es probable que pcs-1 sea una ruta importante para detoxificar a las AgNPs.

En los parasitos Cichlidogyrus expuestos a la concentracion alta (36 pg/L/h) no se expresaron genes
ABC por lo que las AgNPs tambien pueden estar inhibiendo la resistencia de los parasitos a las
nanoparticulas. Sin embargo, en la concentracion baja si se expresaron los genes mrp-4 y nhr-49
involucrados en el transporte de xenobioticos. De tal forma que los mecanismos de resistencia
como la detoxificacién en los parasitos Cichlidogyrus pueden ser activados de acuerdo a la

concentracion de AgNPs a los que estén expuestos.
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Figura 29. Mecanismos de detoxificacion en los paréasitos Cichlidogyrus expuestos una horaa 6
y 36 pg/L de AgNPs por 1 hora.

6.3.3.3 Las AgNPs afectan el sistema nervioso. Las AgNPs causan alteraciones en el sistema
nervioso de los parésitos, afectando la neuroarquitectura y neurotransmision. Las AgNPs que
logran atravesar el tegumento de los parasitos y que no son expulsadas por mecanismos de
detoxificacion, pueden interactuar directamente con tejidos como las capas musculares que se
encuentran debajo del tegumento, los cuales tienen conexiones neuronales, después de la capa
muscular se encuentran otro tipo de tejidos como el nervioso. Los resultados sugieren que las
AgNPs provocan alteraciones en el sistema nervioso de los paréasitos. En los monogeneos el 6rgano
cerebral se localiza entre los lébulos de la cabeza y la faringe, de este 6rgano se conecta
ramificaciones neuronales compuestas por neuronas y axones (Figura 30). EI-Naggar y
colaboradores (2001) observaron en los monogeneos Macrogyrodactylus clarii y M. congolensis
que el sistema nervioso tiene afinidad con el nitrato de plata, describiendo procesos dendriticos y
células neuronales. Por lo tanto, es posible que la plata de las AgNPs se ligue a las estructuras

neuronales y provoque dafios.
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Figura 30. Esquema de sistema nervioso de un monogeneo (M. congolensis) donde se representan
los probables efectos de las AgNPs (Modificado de EI-Naggar et al., 2001).

Los parésitos expuestos a la concentracion baja (6 pg/L) activaron genes relacionados con la
estructura y organizacion del sistema nervioso en C. elegans. zig-5 fue uno de los genes mas sobre-
expresados (4.75 z-score), el cual es necesario para mantener la integridad estructural de la posicion
del soma y axones neuronales. En C. elegans se ha observado que genes zig (zig-5 y zig-8) son
necesarios para mantener la neuroanatomia en los parasitos a través de la inhibicion de sax-7 y sus
isoformas (Benard et al., 2012). Asi mismo, los parasitos presentaron la sub-expresion del gen zag-
1 (-3.08 z-score), el cual tiene un rol en la diferenciacion de células neuronales, deficiencias en
zag-1 provocan defectos en la guia axonal (Wacker et al., 2003). zag-1 también interviene en la
expresion de otros factores como ceh-28 el cual a su vez activa una serie de neuropéptidos como
dbl-1, egl-17 y flp-5 (Ramakrishnan y Okkema 2014). La sub-expresion de zag-1 en los parasitos
Cichlidogyrus sugiere afectacion en procesos de diferenciacion neuronal y en la activacion de
factores para la correcta neurotransmision. La sub-expresion de zag-1 reduce la frecuencia e
intensidad de expresidn del factor de transcripcion de homeodominio, ceh-28, y reduce o elimina
la expresion de marcadores regulados por ceh-28 que afectan el funcionamiento de células
neuromotoras como M4 (neurona faringea) que es una célula multifuncional que actia como una
neurona motora colinérgica para estimular la contraccion del masculo faringeo peristaltico y como

una célula neuroendocrina que secreta neuropéptidos y factores de crecimiento para afectar a otros
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celulas tanto dentro como fuera de la faringe (Duerr et al., 2008). Las AgNPs (6ug/L) también
activaron la expresion del gen ahr-1, el cual esta relacionado con la diferenciacion y desarrollo
neuronal (Qin y Powell-Coffman, 2004), ahr-1 es un ortélogo del receptor de hidrocarburos de
arilo (AhR) en mamiferos, un factor de transcripcion que media los efectos toxicos de ciertos
contaminantes ambientales (Qin et al., 2006; Gu et al., 2008). La sub-expresion de ahr-1 en los
parasitos Cichlidogyrus puede indicar un dafio neuronal como efecto toxico por la exposicion a las
AgNPs. hmr-1 también mostré sobre-expresion en los parasitos expuestos a las AgNPs, este gen
es una cadherina que interviene en procesos en las neuronas motoras para la regulacion del patrén
axonal, asi como en la morfogénesis epitelial (Broadbent y Pettitt, 2002; Klompstra et al., 2005).
La sub-expresion de cfz-2 también indica un dafio en la organizacion neuronal, en estudios con
mutantes de cfz-2 se han observado defectos en el desarrollo de los axones neuronales y la
organizacion de las neuronas se interrumpe (Zinovyeva y Forrest, 2005).

Asi mismo, las AgNPs provocaron la sub-expresion de genes involucrados en la sefializacion
neuronal, la comunicacion correcta entre neuronas se origina con la sinapsis que involucra a las
vesiculas sinapticas que contienen a los neurotransmisores que son liberados hacia la hendidura
sinaptica que comunica al axén o soma de otras neuronas. Una vez liberados los neurotransmisores,
las proteinas de las vesiculas se recuperan de la membrana plasmatica y son recicladas en nuevas
vesiculas sinapticas para mantener la transmisién neuronal. El reciclaje inicia con la activacion de
clatrina en las zonas de la membrana que contiene a las proteinas de las vesiculas sinapticas. El
mecanismo principal del reciclaje de vesiculas sinapticas es la endocitosis mediada por clatrina

donde intervienen proteinas como sinaptojanina, dinamina, y endofilina (Gu et al., 2008).

Los parasitos Cichlidogyrus presentaron una sub-expresidn de genes relacionados con la formacion
y reciclaje de vesiculas sinapticas, unc-26 (sinaptojanina), unc-11 (sinaptobrevina) y fat-3 (D6-
desaturasa) En C. elegans se ha observado que la inactivacion de unc-26 provoca disminucion en
las vesiculas sinapticas, dada la funcion de este gen en el reciclaje y recubrimiento de las vesiculas
(Yu et al., 2018; Harris et al., 2000). unc-11 se expresa en las terminales presinapticas, mutantes
de unc-11 presentan afectaciones en la biogénesis de vesiculas sindpticas por la reduccion de
sinaptobrevina, lo cual disminuye la liberacion de neurotransmisores (Nonet et al., 1999; Burbea

et al., 2002). Asi mismo, fat-3, es esencial en la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados de
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cadena larga (LC-PUFAs) importantes en la formacién de membranas neuronales. Los organismos
carentes de fat-3 no sintetizan LC-PUFAs mostrando anormalidades en la puesta de huevos, lo cual
se asocia a deterioro neuronal. En C. elegans la ausencia de fat-3 disminuye la presencia de
vesiculas sindpticas y por consiguiente niveles bajos de neurotransmisores en las uniones
neuromusculares (Lesa et al., 2003; Watts et al., 2003). De igual forma se activo el gen unc-36
involucrado en la sefializacion neuronal mediada por los canales de calcio. Los genes unc afectan
fuertemente la magnitud y dependencia del voltaje de los canales transitorios de calcio. unc-36 se
expresa en la mayoria de las neuronas y tejidos musculares principalmente en la membrana o pared
que recubre al cuerpo (tegumento) y musculos faringeos. Especificamente se ha identificado la

expresion de unc-36 en neuronas mecanosensoriales, asi como en neuronas de la cabeza y cola.

Probablemente las AgNPs puedan provocar alta actividad neuronal, en parasitos se ha reportado
que la exposicion a xenobioticos puede provocar efectos neurotoxicos (Boyd et al., 2009; Rajini et
al., 2008; Ju et al., 2014). Durante los periodos de alta actividad neuronal, las vesiculas sinapticas
deben fusionarse con la membrana plasmatica a altas velocidades. Las tasas sostenidas de fusion
de vesiculas a su vez se ven facilitadas por un mecanismo eficiente de reciclaje de vesiculas
sinapticas (Murthy y Camilli, 2003). Por consiguiente, la sub-expresion de genes relacionados con
la formacion y reciclaje de vesiculas sinapticas puede provocar la disminucion de éstas alterando

la correcta neurotransmision y un desequilibrio en los procesos homeostaticos de los parasitos.

Por otra parte, concentraciones altas de AgNPs (36pg/L/h) también tienen un efecto en el sistema
nervioso de los paréasitos, especificamente el gen receptor de olor str-2 presentd sobre-expresion
(+4.79 z-score), este gen estd relacionado con neuronas quimio-sensoriales implicadas en la
respuesta a estimulos ambientales. str-2 se expresa principalmente en las neuronas olfatorias AWC
que son criticas para la quimiotaxis de olores volatiles, la inactivacion del gen str-2 confiere
deficiencia en la sensibilidad a quimicos (Zhang et al., 2016). Aunque en los parasitos monogeneos
no se han descrito neuronas AWC, estos parasitos cuentan con sistemas sensoriales (EI-Naggar et
al., 1991). La activacion de str-2 puede indicar que las AgNPs tienen una respuesta quimiosensorial

en los parésitos.
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Al igual que en la concentracion baja de AgNPs, en la concentracion alta también se registro la
sub-expresion del gen zag-1, afectando el correcto funcionamiento de células neuromotoras y
secrecion de neuropéptidos (Duer et al., 2008). Las AgNPs a una concentracion de 36ug/L
involucraron la sub-expresion del gen ehs-1, una baja actividad de este gen disminuye el nimero
de vesiculas sinépticas y ocasiona movimientos descoordinados producto de defectos presinapticos
en la neurotransmision (Salcini et al., 2001). De igual forma las AgNPs disminuyeron la expresion
del gen Idb-1, la inactivacion de este gen en C. elegans provoca defectos en la motilidad como
letargia en los gusanos probablemente debido a la pérdida mecano sensorial (Cassata et al., 2000).

Por lo anterior, los resultados obtenidos muestran que las AgNPs causan alteraciones en la
arquitectura neuronal y en la neurotransmisién de las sefiales sinapticas, esto puede provocar un
desbalance en la homeostasis de los parasitos Cichlidogyrus (Figura 30). Los parasitos expuestos
a ambas concentraciones de AgNPs presentaron letargo y contracciones corporales anormales antes
de morir, en estudios toxicoldgicos esta respuesta motora es comun debido al dafio neurolégico
que provocan los toxicos (Martinez-Finley y Ascher, 2011). Akter y colaboradores (2018)
mencionan que las AgNPs pueden actuar como una neurotoxina, en varios estudios realizados con
ratones reportan efectos como inflamacidn, incremento de la permeabilidad, dafio neuronal y
degeneracion en la sinapsis. EIl incremento en los niveles de ROS provocado por las AgQNPs genera
estrés oxidativo que puede causar neurodegeneracion en células neuronales (Zieminska et al.,
2014).

6.3.3.4 Las AgNPs activan rutas de sefalizacion celular. Genes involucrados en sefializacion
celular fueron activados en los parasitos como mecanismo de defensa contra el dafio causado por
las AgNPs. En parasitos expuestos a la concentracion alta de AgNPs (36 pg/L) se sobre-expreso el
gen jkk-1 (mitdgeno activador de la proteina kinasa 7; ortlogo de MAP2K7), este gen es miembro
de la superfamilia MAP kinasa y tiene una funcion especifica como activador de la ruta JNK (c-
Jun N-terminal kinasa). En vertebrados, la cascada JNK puede activar mecanismos de resistencia
a la toxicidad por metales pesados u otros estresores ambientales para extender el tiempo de vida
de los organismos (Kawasaki et al., 1999; Pothof et al., 2003; Wang, 2018). JNK actla como un

regulador positivo en la sefializacién insulina/DAF-16 que regula la longevidad y resistencia al
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estrés (Oh et al., 2005; Wolf et al., 2007). El gen jkk-1 se expresa en la mayoria de las neuronas de
C. elegans, y su inactivacion puede causar defectos en la locomocidn. Ademas, la ruta JNK trabaja
en las neuronas motoras, modula la coordinacién en la locomocion (Villanueva et al., 2001; Mapes
et al., 2010). Los parasitos Cichlidogyrus mostraron letargia en sus movimientos después de la
exposicion a las AgNPs, por lo tanto, la expresion de jkk-1 también podria indicar el efecto de las
AgNPs en la neurolocomocidn. Interesantemente, el gen vhp-1 también se sobre-expresd, este gen
actlia negativamente en la sefializacion JNK. vhp-1 codifica para un homélogo de MPK?7, el cual
desfosforila a p38 y a la ruta INK MAPKS. La pérdida en la funcidn de estas rutas resulta en una
hipersensibilidad de C. elegans a los metales pesados (Kawasaki et al., 1999; Tanoue et al., 2001).

Ambas concentraciones de AgNPs activaron genes kinasa serina/treonina, akt-1y akt-2. Estas rutas
de sefializacion celular estan involucradas en varios procesos celulares; metabolismo de glucosa
(insulina/IGF-1), sintesis de proteinas (mTOR), proliferacion celular y supervivencia (FOXO)
(Diehl y Schaal, 2013). En C. elegans, akt-1y akt-2 acttan en rutas de sefializaciones de factores
de crecimiento (I1S) que regulan el tiempo de vida, desarrollo, metabolismo y resistencia al estrés
(Nance et al., 2000). Tambiéen se ha observado que akt-1 y akt-2 regulan el desarrollo de C. elegans
en respuesta a las condiciones ambientales mediante el control de FOXO/DAF-16 (Baugh et al.,
2005). Los genes akt-1 y akt-2 también actian como proteinas antiapoptoticas para modular la
muerte celular programada en lineas germinales de C. elegans por dafio al ADN. Este proceso se
ha observado en varias especies, por lo tanto, la habilidad de AKT para prevenir la apoptosis
generada por dafio al ADN parece ser un proceso conservado en las especies (Baugh et al., 2005).
La expresion de estos genes en los parasitos Cichlidogyrus podria indicar que las AgNPs ocasionan
dafio al ADN. En varios estudios se ha determinado que las AgNPs pueden interactuar con el ADN

y romper la doble cadena (Gonzalez-Moragas et al., 2017; Benelli, 2018; Liao et al., 2019).

Los parasitos expuestos a la concentracion baja de AgNPs mostraron sub-expresion del gen pgm-
1, el cual esta involucrado en sefializacion celular como un activador transcripcional en el control
de genes asociados a DAF-16. La pérdida de pgm-1 suprime la actividad de DAF-2, el cual a su
vez inactiva la transcripcion de daf-16, probablemente afectando la resistencia de los parasitos a la
exposicion de AgNPs, asi y acelerando la muerte celular. La sub-expresion de pgm-1 esta

relacionado con procesos de envejecimiento (Lesa et al., 2003; Zeci¢ y Braeckman, 2020). De igual
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manera, el gen fosfolipasa D, pdl-1, presentd sub-expresion con un z-score de 3.51, este gen
también esta involucrado en la ruta DAF-16. Park y Lee (2018) observaron que la sub-expresion
de pdl-1 ocasiona la acumulacién de ROS y disminuye la longevidad. Entonces, el incremento en
la expresion de pdl-1 puede indicarnos una respuesta al dafio por las AgNPs en los parasitos
Cichlidogyrus.

6.3.3.5 Las AgNPs ocasionan dafio al ADN y muerte celular. La exposicidn a concentraciones bajas
de AgNPs activan genes involucrados en la muerte celular. Los mecanismos de muerte celular son
activados en los organismos con la finalidad de reparar las células dafiadas (Malin et al., 2016). La
sub-expresion del gen hsr-9 (p53 proteina de union 1; homélogo de 53BP1) sugieren que las
AgNPs a bajas concentraciones pueden dafiar el ADN de los paréasitos Cichlidogyrus; hsr-9 tiene
un rol importante en los “checkpoints” del ciclo celular, en la reparacion del ADN vy la apoptosis.
En C. elegans, hsr-9 esta involucrado en la reparacion del ADN mediante el mecanismo NHEJ
(non-homologous end-joining, por sus siglas en inglés) y suprime la recombinacién homdéloga
(HR) (Quevedo et al., 2007). El dafio al ADN ocasionado por las AgNPs ha sido bien establecido
(Dakal et al., 2016; Slavin et al., 2017), por lo tanto, la expresioén de hsr-9 puede indicarnos la
activacion de mecanismos de reparacion celular, sin embargo la sub-expresion de este gen puede
indicarnos que los parasitos presentaron una baja eficiencia en la reparacion al ADN dafiado, lo

que desencadena procesos de muerte celular.

Los parasitos expuestos a la concentracion baja de AgNPs también tuvieron una sobre-expresion
del gen pgn-41 (4.15 z-score); este gen participa en mecanismos de muerte celular programada a
través de procesos no apoptoticos independientes de caspasas (Kinet y Shaham, 2014). Este tipo
de procesos se ha observado en las “linker cells” durante el desarrollo reproductivo en machos de
C. elegans (Blum et al., 2012). En invertebrados, este tipo de muerte celular programada no
apoptotica ha sido observado en el desarrollo normal de neuronas en el cordon espinal y ganglios
ciliares (Borsello et al., 2002). Asi mismo, se han observado neuronas con nucleos deformes y
mitocondrias y reticulo con inflamacion en pacientes con enfermedades neurodegenerativas
asociadas a la poliglutamina pgn-41 (Blum et al., 2012; Kinet y Shaham, 2014). Procesos de

neurodegeneracion se han observado en nematodos expuestos a AgNPs (Blum et al., 2012),
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entonces, la expresion de pgn-41 en los parasitos Cichlidogyrus puede estar relacionado con el

dafo causado por las AgNPs en el sistema nervioso.

6.3.3.6 AgNPs intervienen en la reproduccion y desarrollo embrionario. Las AgNPs en ambas
concentraciones activaron genes que regulan la reproducciéon y desarrollo embrionario, esta
respuesta puede ser una estrategia de supervivencia de los parésitos. Se ha documentado el
incremento en la reproduccion, ovoposicién y desarrollo embrionario como una respuesta de
parasitos nematodos a xenobidticos (Cronin et al., 1997). En algunos vertebrados, la respuesta a
toxicos ambientales produce cambios en la reproduccion, en algunas especies de hiedras los toxicos
inducen a la reproduccién sexual (Austad, 1997). Estudios han mostrado que las AgNPs causan
efectos adversos en la reproduccion de diversos organismos modelo no mamifero (Zhang et al.,
2014).

Los parasitos expuestos a 6 pg/L/h de AgNPs sobre-expresaron genes relacionados con la
reproduccion como la activacion espermatica (spe-29, rrf-3), desarrollo embrionario (spe-11, cyb-
2.1, hmr-1) y diferenciacién gonadal (lin-9). Especificamente el gen lin-9 se sobre-expresé en
niveles altos (4.67 z-score); en C. elegans se ha observado que lin-9 es requerido para el desarrollo
de las gonadas hermafroditas y para el desarrollo del sistema reproductivo masculino, desarrollo
de la espicula masculina, los rayos y las gonadas (Beitel et al., 2000; Harrison et al., 2006). De
igual manera, el gen syp-3 regula la sinapsis a lo largo de los cromosomas, lo que contribuye a la
progresion meiotica en la profase temprana durante la reproduccion (Smolikov et al., 2007).
Concentraciones altas de AgNPs (36 pg/L) también activaron genes involucrados en procesos
como el desarrollo embrionario y ovoposicidn de los parasitos (pal-1, goa-1, cdc-25.1 y ptl-1). El
gen pal-1 es necesario para mantener el desarrollo del blastémero C en las células multipotentes
en embriones de C. elegans (Lin et al., 2003). El gen tra-2 presentd sub-expresion en los parasitos
Cichlidogyrus, este gen interviene en procesos durante la determinacion sexual de C. elegans
(Essig et al., 2016). En estudios donde se expuso al nematodo C. elegans a AgNPs se observo que
las nanoparticulas pueden disminuir el funcionamiento correcto en procesos reproductivos
(Zieminska et al., 2014; Mashock et al., 2016).
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En resumen, los resultados sugieren que los parasitos expuestos a 6 pg/L de AgNPs expresaron un
conjunto de genes implicados en los procesos de adaptacién y compensacion en un intento por
sobrevivir y restablecer la homeostasis, mientras que los parasitos expuestos a 36 pg/L de AgNPs
expresaron un conjunto de genes involucrados en procesos compensatorios y de adversidad; sin
embargo, los parésitos no logran disminuir la toxicidad de las nanoparticulas y éstas logran ser
letales después de una hora de exposicién como lo observamos en las pruebas in vitro. Por lo tanto,
los procesos bioldgicos se superpusieron en ambas concentraciones, pero fueron impulsados por
diferentes conjuntos de genes dependiendo de la capacidad de los organismos para hacer frente a

la toxicidad.

6.4 Efectos Patologicos Ocasionados por las Nanoparticulas de Plata en Peces

Para poder determinar si las AgQNPs pueden ser viables como antihelmintico para eliminar parasitos
monogeneos en peces de cultivo, es necesario determinar los posibles efectos patoldgicos que las
AgNPs pueden causar en los peces de acuerdo al tipo y concentracion de nanoparticulas. En la
presente investigacion no fue posible evaluar in vivo el efecto antihelmintico de las AgNPs en
tilapias infestadas con parasitos Cichlidogyrus y determinar los posibles efectos patoldgicos en los
peces. Sin embargo, se realizd una revision literaria de estudios donde se han probado diferentes
tipos de AgNPs en varias especies de peces. De acuerdo al sistema de busqueda de articulos
cientificos, se encontraron 57 articulos donde se registran dafios en los peces ocasionados por las
AgNPs, de los cuéles sélo se seleccionaron 32 articulos de acuerdo a la informacion proporcionada.

Cabe destacar que son pocos los estudios enfocados en la tilapia nilética (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Efectos patologicos de las AgNPs en tejidos de peces.

Especie AgNPs/tiempo Alteraciones histopatoldgicas en 6rganos Autores
Danio rario 1000 mg/L Branquias: alteraciones leves, ligero engrosamiento | Griffitt et
27 nm de filamento branquial. al., 2009
48 h
Medaka 15 mg Ag/L Piel: Alteraciones en epidermis, adelgazamiento de | Kwok et
Oryzias latipes | 21 dias epidermis, decremento en la densidad nuclear, al., 2012
retardo en el desarrollo de escamas y desarrollo de
epitelio superficial.
Cyprinus 50, 100 y 200 Piel: 50 pug/L; incremento en tamafio y nimero de Leeetal.,
carpio pg/L células de moco. 100 pg/L; incremento significativo | 2012
15 nm de células club de moco en epidermis, aumento de
48 y 96h tamafio de células de moco. 200 ug/L; hiperplasia
en epidermis.
Branquias: 100 pg/L; incremento de células de
moco, 200 ug/L; hiperplasia de epitelio
Higado: 100 pg/L; atrofia en nicleos de
hepatocitos, 200 ug/L; atrofia en nicleos de
hepatocitos y acumulacion de granulos eosindéfilos.
Oncorhynchus | 3, 300y 1000 Higado: Reduccidn en el peso del higado e Hls Monfared
mykiss mg/L index. y Soltani,
8 semanas Congestidn local en el parénquima hepatico, 2013
disminucién en tamafio de hepatocitos, aumento en
la talla de sinusoides.
Oryzias latipes | 0.05, 0.1, 0.25y | Branqguias: aneurisma en lamelas primarias, Wuy
0.5 mg/L hiperplasia epitelial, incremento de mucus, fusién Zhou,
50 - 63 nm lamelar, disminucién de células de cloro, epitelio 2013
14 dias hinchado, desprendimiento de epitelio en lamelas
primarias.
Higado: concentraciones bajas de AgNPs;
acumulacion de hemocitos en vasos sanguineos,
agrandamiento de hepatocitos, desprendimiento de
parénquima hepatico. Concentraciones altas
mostraron dafios mas severos, desorganizacion de
hepatocitos, necrosis focal, infiltracion de linfocitos
y vacuolizacion de hepatocitos.
O. mykiss 3, 300- Branquias: aneurisma, hiperplasia en epitelio, Monfared
1000 mg/L adhesién lamelar. etal.,
8 semanas Rifion: disminucion del tamafio de glomérulos, 2015
vacuolacion en citoplasma celular y degeneracion
hialina.
Pimephales 50 pg/L Branquias: desprendimiento epitelial, deformacion | Hawkins
promelas 20 nm de lamelas, hiperplasia epitelial, degeneracion de etal.,
células globet 2014
Pez dorado 5 ppm Branquias: hiperplasia, edema y desprendimiento Abarghoe
Carassius 5nm epitelial y fusién lamelar. ietal,
auratus 14 dias Higado: hemosiderosis, hemorragia, degeneracion 2016
hidrépica y nucleos picnoticos en hepatocitos.
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Danio rario 0.0015, El dafio en branquias aumenta conforme la Mansouri
0.00375, 0.0075, | concentracion de AgNPs. y Johari,
y 0.015 mg/I Branquias: vacuolizacion, puntas dilatadas y 2016
17 nm golpeadas, aneurisma, hiperplasia, edema, fusion,
4 dias hinchamiento de mucositos, hipertrofia y necrosis.
SEM: alargamiento de los filamentos del epitelio,
lamelas secundarias delgadas.
Labeo rohita 5,10,25,50y Branquias: proliferacién de células de cloro Rajkumar
100 mg kg-1 formando fusion lamelar y aneurisma. Vasos etal.,
50-100 nm sanguineos con aneurisma, hemorragia. 2016
7 dias Higado: congestién de liposomas que conllevan a
degeneracién vacuolar. Necrosis en niveles altos.
Musculo: acomodo inusual de fibras musculares,
vacuolizacion e inflamacion en fibras musculares.
Esturion 0.1,05,15 Piel: efecto dosis dependiente. Ostaszew
Acipenser mg/L En la epidermis células con forma irregular y ska et al.,
baerii 4-13 nm nlcleos cariopicnoéticos. Espacios intercelulares en | 2016
21 dias la dermis, ntcleos con cromatina irregular.
Hiperplasia e hipertrofia de células de moco y
globet.
Branquias: fusion lamelar, reduccion en el tamafio
de lamelas primarias y secundarias, hipertrofia de
epitelio, degeneracion hialina, telangiectasis,
necrosis epitelial.
Higado: cariopicndsis, degeneracion hialina,
dilatacion del espacio sinusidal, agregacion de
células sanguineas en vasos sanguineos,
vacuolizacién y encogimiento de hepatocitos.
Pez gato 0.4 mg/L Branquias: necrosis en el arco branquial, fusion de | Abirami
Mystus gulio 40-60 nm lamelas primarias y secundarias, hiperplasia y etal,
15 dias aneurisma. 2017
Higado: cubierto de una membrana serosa, y tejido
conectivo extendido en el parénquima, granulos de
glicégeno, necrosis de hepatocitos, vacuolizacion.
Musculo: desintegracion de miofibrillas, ndcleos
picnoticos.
Labeo rohita 10, 20, 30, 45,y | Branquias: Proliferacion de células de cloro, fusién | Khan et
55 mg/L de lamelas secundarias, separacion del epitelio, al., 2017
16 nm deformacion de células lamelares, necrosis,
28 dias acumulacion de cuerpos apoptéticos, acumulacion
de macroéfagos, aneurisma.
Higado: degeneracion del tejido, necrosis,
reduccién de tamafio de las células y nucleo,
condensacién nuclear, cuerpos picnéticos,
necroticos y apoptéticos, esto indica que las AgNPs
entraron a través de la sangre y llegaron al higado
dado la severidad del dafo.
Sabalo 2.5 ug/L Branquias: Hemorragia, aneurisma, hipertrofia y Aleet al.,
Prochilodus 25 ng/L fusion lamelar, aumento en las células de mucus. 2018
lineatus 30 nm
15 dias
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Cyprinus 0.4 mg/L Branquias: Desprendimiento de epitelio, Khosravik
carpio 20 nm telangiectasis y necrosis. atuli et
21 dias Higado: carriorexis, degeneracion nuclear, al., 2018
vacuolizacion en citoplasma e hipertrofia de
hepatocitos.
Intestino: vacuolas y vellosidades hinchadas.
0.8 mg/L Branquias: Aneurisma, acortamiento y destruccion
de lamelas secundarias.
Higado: Degeneracion turbia en hepatocitos,
necrosis focal, degeneracion nuclear y
estrechamiento de sinusoides.
Intestino: erosion de la mucosa e infiltracion de
células inflamatorias.
Danio rario 10 ug Ag/L Branquias: prevalencia del 90% de inflamacion en | Lacave et
21 dias lamelas secundarias, 20% hiperplasia. al., 2018
Carpa 2.5 ug/L Branquias: degeneracion lamelar, aneurisma, Shobana
Labeo rohita 5 ug/L necrosis, ruptura del epitelio, fusion lamelar, tejido | et al.,
50 nm cartilaginoso anormal. 2018
35 dias Higado: necrosis, formacion de vacuolas, nucleos
picnaticos, centros melanomacréfagos e hiperimia.
Rifién: nucleos picnéticos, vacuolizacion,
incremento del espacio intracelular, contraccion de
glomérulos, degeneracion de células epiteliales y
Necrosis severa.
Labeo rohita 4046 nm Rifion: descamacidn del epitelio en tdbulos renales, | Kanwal et
25 mg/L glomérulos encogidos. al., 2019
21 dias Higado: vasos sanguineos condensados
Danio rario 100 mg/L Biomarcadores de estrés oxidativo, sefializacion Bao et
20 nm neural y homeostasis celular de iones en intestino al., 2020
80 nm solo con las AgNPs de menor tamario
2 semanas
Persian 0.2 mg/L Darios en los pliegues y vellos del intestino, Banan et
sturgeon 16.6 nm infiltracién celular de la lamina propia. al., 2020
14 dias Branquias: hiperplasia, inflamacion y necrosis.
Higado; agregacion de células sanguineas,
degeneracidn en nicleos y necrosis
Labeo rohita 10,20y 30 mg | Branquias: fusién lamelar, aneurisma, ruptura de Jeyasree
3 dias tejido causando hemorragia. et al.,
Higado: degeneracién vacuolar, necrosis. 2020
Mdsculo: inflamacion de fibras musculares
Danio rario 10.09 ug/L Acumulacién de plata en epitelio branquial, en piel: | Khoshna
77 nm epidermis y epitelio. Cerebro e higado. mvand et
96 h al., 2020
Clarias 10 pg/L Higado: dafio severo, deformacion de hepatocitos, Naguib et
garepinus 20 nm células inflamatorias en los vasos sanguineos y en al., 2020
15 dias la vena central agrupacion de centros
melanocréforos. NUcleos picndticos y apoptosis
Clarias 10-100 pg/ Branquias: hiperplasia de células epiteliales, edema, | Sayed et
garepinus 20-40 nm desprendimiento de epitelio, encorvamiento de al., 2020
15 dias
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lamelas secundarias, necrosis de células epiteliales,
incremento de células de moco.

Mdsculo: degeneracion muscular, necrosis, células
inflamatorias, rompimiento de miofibrillas,
adelgazamiento de fibras musculares.

Oncorhynchus | 8.9 mg/L Branquias: aneurisma, fusion e hiperplasia lamelar, | Shabrang
mykiss 10-40 nm encorvamiento de lamelas secundarias, hiperplasia | harehdash
96h lamelar y desprendimiento de epitelio. tetal.,
Higado: hepatocitos necréticos (1 dia) 2020
Cyprinus Dafio en branquias: hiperplasia e hipertrofia de Thangam
carpio células epiteliales y desprendimiento del epitelio. y
Rifidn: necrosis y alteraciones en tejido Kowsalya
hemapoyético. , 2020
Cyprinus 11 nm Dafio en branquias; telangiectasis, descamacion, Xiang et
carpio 96h hiperplasia del epitelio, al., 2020
Tilapia 25,50y 75 Branquias: congestion moderada en vasos Govindas
Oreochromis | mg/L sanguineos de lamelas primarias, fusion de lamelas | amyy
spp. 60-80 nm primarias e hiperplasia marcada en arco branquial, Rahuman,
8 dias necrosis epitelial, desprendimiento epitelial, edema, | 2012
fusion lamelar, encorvamiento de lamelas
secundarias
Higado: hinchazon turbia de hepatocitos,
degeneracién vacuolar, cariolisis, carriorexis,
dilatacion de sinusoides e hipertrofia nuclear.
Piel y masculo no mostraron dafios a 50 mg/L, sin
embargo a 25 mg/L se observé distrofia del tejido
muscular, engrosamiento y separacion de fibras
musculares, edema intramuscular.
1, 10y 100 ppm | Branquias: desintegracion de epitelio branquial, Srinonate
10-20 nm infiltracion de células eosinofilos en lamelas, etal.,
1-4 dias acortamiento y fusion lamelar. 2015
Higado: Pérdida de almacenamiento de grasa
Rifién: degeneracion hialina y de tdbulos.
Bazo: Incremento de centros melanomacrofagos
Las alteraciones fueron evidentes desde el primer
dia de exposicion, a mayor concentracion de
AgNPs el dafio fue mas evidente.
0.4 mg/L Pocas variaciones entre el control y peces tratados. | Sarkar et
0.8 mg/L Intestino: Adelgazamiento del epitelio intestinal, al., 2015
13-19 nm engrosamiento de células de mucus, bloqueo parcial
21 dias del lumen.
100 nm PVP Alargamiento de hepatocitos, congestion sanguinea | Thummab
100 mg/kg en la zona sinoidal y vena central, degeneracion de | ancha et
4 semanas grasa, infiltracion de células Kupffer y necrosis. al., 2016

Adelgazamiento de la capa de la capsula en el bazo.
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Como se observa en los resultados de los trabajos del cuadro 11, las AgNPs tuvieron un efecto
patoldgico en todas las especies de peces evaluadas, las patologias asociadas a las AgNPs variaron
moderadamente de acuerdo al tiempo de exposicion y tipo de nanoparticulas desde 4 a 100 nm de
didmetro, con recubrimiento o sin recubrimiento, sin embargo en todos los casos se presentd alguna
alteracion. Wang et al., (2015) concluyen que las AgNPs tienen la capacidad para penetrar barreras
y tejidos de resistencia para incidir en las células y moléculas de los organismos ocasionando
patologias agudas o subletales en los érganos de los peces. Las branquias, higado, rifiones y piel
son considerados como Grganos blancos o diana para la evaluacion del efecto de toxicos en el

ambiente.

Las branquias son un organo diana para la toxicidad en ambientes acuaticos, por su continuo
contacto con el agua y por lo tanto con los contaminantes suspendidos en ella, son la ruta principal
de entrada de los contaminantes en general y de las nanoparticulas suspendidas en el agua (Lead et
al., 2018). La principal funcion de las branquias es la respiracion por medio del intercambio
gaseoso, la oxigenacion de la sangre y es la via de entrada de compuestos en el torrente sanguineo.

Por esta razén es uno de los érganos mas estudiados.

Las AgNPs causan en las branquias patologias como: incremento en células de moco, fusion
lamelar, degeneracion hialina, hiperplasia de epitelio, telangiectasis, hemorragia, aneurisma,
desprendimiento del epitelio, acortamiento de lamelas y necrosis (Figura 31). Los grados de
severidad incrementan con el tiempo de exposicion, en los estudios donde se expusieron los peces
a 48 y 96 h tuvieron alteraciones principalmente en el incremento de las células de moco e
hiperplasia lamelar (Lee et al., 2012), la generacion de mucus es un mecanismo de defensa,
actuando como una barrera atrapando a los agentes toxicos. Las AgNPs pueden quedar atrapadas
en el mucus y disminuir su absorcion por las branquias (Ale et al., 2018). Por lo tanto si los peces
son expuestos a concentraciones subletales (2.5—25 pg/L) de AgNPs en el agua por periodos
cortos, es probable que sufran alteraciones reversibles como la acumulacion de mucus y no llegar

a dafiar permanentemente los tejidos branquiales, asi como sus funciones fisioldgicas.
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Figura 31. Imagenes histopatoldgicas de branqmas de peces con alteraciones por nanoparticulas de
plata. Branquias normales (a y d), branquias expuestas a AgNPs (b, c, e y f). telangiectasis (t),
hiperplasia epitelial (hp), flechas verdes (descamacidn epitelial) y flechas rojas (telangiectasis en
lamelas secundarias). Tomado de Xiang et al., 2020

La inflamacion y fusion lamelar se ha relacionado con la proteccién de las branquias contra los
contaminantes, la hiperplasia en las branquias puede ser un mecanismo de defensa para reducir la
superficie respiratoria (Cengiz y Unlu, 2006) lo cual puede provocar problemas en la disminucién
del intercambio gaseoso y oxigenacidn de la sangre que puede provocar estrés oxidativo asi como
acelerar la absorcién toxicos en el cuerpo (Hao et al., 2009). La hiperplasia y fusion lamelar puede
ser inducida por diversos irritantes en las branquias, sin embargo puntos focales de hipertrofia
celular y necrosis seguido de ruptura epitelial son producto del efecto de metales pesados en las
branquias (Mazon et al., 2002). El desprendimiento del epitelio también se puede considerar como
una respuesta inmune para bloguear la entrada de los toxicos, separando a las AgNPs del sistema
circulatorio (Farmen et al., 2012). Este desprendimiento epitelial puede ser resultado de la
presencia de edema, el cual es comin observar en las branquias de los peces expuestos a
nanometales (Pane et al., 2004). Las branquias de los peces son drganos vitales para la respiracion
y osmoregulacion, las respuestas patoldgicas que ocasionan las AgNPs en las branquias como la
fusion lamelar y formacidn de aneurismas pueden incrementar el riesgo de la ruptura de los tejidos
branquiales que pueden causar hemorragias severas provocando otras complicaciones que lleven a

la muerte a los peces.
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El higado es un o6rgano vital involucrado en los mecanismos del metabolismo y detoxificacion
(Khosravikatuli et al., 2018). La histopatologia del higado de los peces puede ser considerado como
un indicador de toxicidad, evaluando los efectos de la exposicién de los peces a las toxinas
presentes en el medio acudtico, como pueden ser las nanoparticulas (Fernandes et al., 2008).
Algunas de las alteraciones histopatoldgicas en el higado de los peces ocasionados por las AgNPs
son hipertrofia de hepatocitos, degeneracion nuclear (carriorexis, picnosis, apoptosis), centros
melanomacrofagos, inflamacion, vacuolizacion, hemosiderosis, congestion en vasos sanguineos,
estrechamiento de sinusoides, necrosis y atrofia de hepatocitos (Figura 32). Los centros
melanomacrofagos pueden presentarse en el higado por diversos factores naturales como el
envejecimiento, la inanicion e enfermedades infecciosas, sin embargo varios autores sugieren que
la aparicion de los melanomacrofagos también puede ser causado por el estrés generado por toxicos
en el ambiente acuatico. Los centros melanomacrofagos son los responsables de destruir,
detoxificar o reciclar materiales enddgenos y exdgenos (Agius y Roberts 2003). Las vacuolas en
los hepatocitos pueden producirse por una acumulacion anormal de triglicéridos y otros lipidos e
ir acompafiado de lesiones patolégicas como la necrosis, asi mismo la presencia de alteraciones en
los ndcleos de las células (picndsis, carriorexis) también pueden ser indicadores tempranos de

necrosis (Hao et al., 2009).
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Figura 32. Imagenes histoldgicas de alteraciones en higado de peces expuestos a AgNPs. Higado
normal sin AgNPs (a), higado con AgNPs (b, ¢ y d). BS: sinusoides, CV: vena central, H:
hepatocitos, KC: células Kupffer, IF: células inflamatorias, Mm: melanomacr6fagos, DBV: vaso
sanguineo dilatado, N: necrosis, RCV: ruptura de vena central, PK: ndcleos picnéticos, APC:
células apoptoticas, D: hepatocitos degenerados, CPV: vacuolacién citoplasmatica. (Tomado de
Naguib et al., 2020)

Algunas de las patologias en el higado como la hemosiderosis, vacuolizacion e hipertrofia de
hepatocitos pueden ser reversibles sin llegar a tener un dafio permanente que condicionen la
homeostasis y funcionamiento del érgano, sin embargo cuando se observa dafio al nacleo de las
células (picnosis, carriorexis, necrosis) éste es irreversible y si es muy severo se puede perder todo
el érgano, lo que puede conllevar a la muerte de los peces, Sin el correcto funcionamiento del
higado los peces no logran metabolizar compuestos ni almacenar sustancias como grasas y

carbohidratos para la produccion de energia.

El intestino también se considera un érgano diana de las afectaciones de las AgNPs presentes en el
agua. Los toxicos suspendidos en la columna del agua pueden ser absorbidos por los peces en la
ingesta de alimento, cuando beben agua o a través del flujo sanguineo, lo cual tiene un efecto
directo en la acumulacion de nanometales en la estructura del tejido del sistema digestivo (Lacave

et al., 2018). Son pocos los estudios donde evallan el dafio de las AgNPs en el intestino de los
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peces. Johari et al., (2014) proponen que la presencia de AgNPs en el intestino puede deberse a la
ingesta de agua de los peces como respuesta al estrés. En el trabajo realizado por Khosravikatuli et
al., (2018) las AgNPs ocasionaron vacuolas en el intestino, erosion de mucosa, presencia de células
inflamatorias e hinchamiento de las microvellosidades (Figura 33). Ademas el intestino tiene
funciones importantes en los procesos digestivos, contribuyen a la absorcion y excreta de sustancias
del alimento. En el caso donde las AgNPs se expusieron en tilapias por alimentacion, también
desarrollaron patologias como adelgazamiento del epitelio intestinal y aumento de células de
mucus (Sarkar et al., 2015). Al igual que en las branquias las alteraciones en las células mucosas
es un mecanismos de respuesta para tratar de protegerse contra los agentes xenobi6ticos, la pérdida
o0 adelgazamiento del epitelio intestinal puede disminuir la capacidad de absorcion de nutrientes

que puede causar desnutricion de los peces.

G H Wl y" S A (
Figura 33. Alteraciones histopatoldgicas ocasionadas por AgNPs en intestino de carpa comun
(Cyprinus carpio). G: vellosidades inflamadas con vacuolizacién, H: erosiébn de mucosa e
infiltracion de células inflamatorias, 1: destruccion de vellosidad.

La piel de los peces es un érgano importante que participa en la osmoregulacion y respiracion,
también juega un papel importante como barrera protectora del organismo contra condiciones
adversas del exterior (Ostaszewska et al., 2016). Las AgNPs producen patologias en la piel como
incremento en las células de moco, hiperplasia de células epidermales, hiperplasia e hipertrofia de
células globet y de moco, deformidades en el ntcleo de las células (Figura 34). La mucosa y células
club localizadas en la epidermis de la piel, son las responsables de la excrecion de desperdicios,
respiracion, osmoregulacion, resistencia a las enfermedades, comunicacién y otras funciones de

proteccién. Un incremento en el nimero y tamafio de estas células puede producirse como
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respuesta de los peces para contrarrestar los efectos de agentes exdgenos como las nanoparticulas,
sin embargo, si la concentracion y tiempo de exposicidn de las nanoparticulas excede a la capacidad
de resistencia de la piel y el sistema excretor, pueden tener efectos letales en las células (Shephard,
1994).

Figura 34. Histopatologias en epitelio de Acipenser baerii ocasionadas por AgNPs. Epitelio normal
(@), epitelio con alteraciones (b y ¢). mu: células moco, sc: células cerosas, sh: bulbo sensorial, ch:
cromatoforos, me: mesénquima. Flechas blancas indican mucosa con forma irregular, flechas
negras indican nucleos picnoticos (Ostaszewska et al., 2016).

Particularmente, los dafios que ocasionan las AgNPs en tejidos de tilapias es similar a los
presentados en otras especies de peces, mostrando alteraciones en piel, branquias, intestino, higado
y rifiones principalmente, sin embargo en las investigaciones el tiempo de exposicion a las AgNPs
es prolongado, desde 1 a 21 dias, asi mismo las concentraciones son mayores a las concentraciones
efectivas que determinamos in vitro para eliminar a los parasitos Cichlidogyrus, 36 pug/L AgNPs
UTSA y 48,000 png/L AgNPs ARGOVIT. Asi mismo es importante el periodo de exposicion,
comunmente en los peces se realizan bafios cortos (1 hora) donde se sumergen a los peces en agua
con los antihelminticos. En el caso de las AgNPs UTSA se ha determinado que éstas no causan
dafios en juveniles del pez blanco Chirostoma estor, expuestos a dosis letales (10.6 ng/L) vy altas
dosis (31.8 y 95.4 ng/L) después de 96 h, los peces no presentan dafios histologicos ni variaciones
en el microbioma (Fuentes-Valencia et al., 2020). Aunque la concentracion de 36 pg/L es mucho
mayor a 95.4 ng/L, la exposicidn de las tilapias a las AgNPs serian por periodos de tiempo mas
cortos, maximo una hora, por lo que podemos considerar la posibilidad de que las AgNPs no

causaran dafios en los tejidos de peces o sus efectos seran minimos.
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7. CONCLUSIONES

La presente investigacion es la primera en evaluar y determinar el efecto antihelmintico de
las AgNPs en parasitos de peces. Las AgNPs de menor tamafio y sin recubrimiento (UTSA) son
mas toxicas que las nanoparticulas de mayor tamafio y recubiertas (ARGOVIT), se requiere menor
cantidad de AgNPs UTSA para matar a los huevos y parésitos adultos. La aplicacién de AgNPs
mediante bafios de inmersion en peces parasitados puede ser una opcion eficiente para eliminar la
presencia de parasitos sin causar dafios patoldgicos en los peces, los resultados obtenidos proponen
el potencial uso de las AgNPs como antihelmintico para erradicar parasitos en los sistemas de

cultivo.

Las AgNPs provocaron alteraciones en la ultraestructura del tegumento de los parésitos
Cichlidogyrus spp. mediante un efecto concentracion-dependiente, concentraciones subletales (6
pg/L) indujeron una respuesta fisiologica de defensa mediante la formacion de burbujas,

concentraciones letales (36 y 60 pg/L) provocaron destruccion de las estructuras del tegumento.

Los datos transcriptomicos proporcionaron informacion sobre los procesos bioldgicos afectados
por la exposicion de las AgNPs en los parasitos monogeneos. La exposicion a concentraciones
bajas (6 pg/L) y altas (36 pg/L) de AgNPs activd genes involucrados en la detoxificacion,
neurotoxicidad, sefializacion celular, muerte celular, dafio al ADN, reproduccion y desarrollo
embrionario. Ambas concentraciones de AgNPs inducen procesos bioldgicos similares en los

parasitos Cichlidogyrus pero mediante diferentes mecanismos.
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8. RECOMENDACIONES

Es necesario realizar ensayos in vivo para evaluar el efecto antihelmintico de las AgNPs en
peces infestados considerando la bioacumulacion de las nanoparticulas, bioseguridad e impacto al
medio ambiente, asi como analisis costo beneficio para evaluar la rentabilidad del uso de las

nanoparticulas de plata en la acuicultura.
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