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.- RESUMEN GENERAL

En acuicultura el problema de las enfermedades parasitarias constituye una de las
principales causas de pérdidas econdmicas y dentro de éstas, el impacto de
protozoarios parasitos a escala global en el cultivo de peces, juega un papel critico
en la productividad, ya que la mayoria de enfermedades no cuentan con medidas de
control adecuadas. Una de las principales limitantes para la evaluaciéon de
antiprotozoarios en peces, es la dificultad para completar su ciclo de vida en el
laboratorio. Sin embargo, el facil cultivo del ciliado Tetrahymena posibilita su empleo
como modelo biol6gico. La nanoterapéutica es una nueva disciplina que promete ser
de amplio espectro para el desarrollo de farmacos ‘“inteligentes” a patégenos
especificos.

En el presente estudio se evalué por primera vez la toxicidad de las nanoparticulas
de plata sintetizadas por Argovit™ vy la Universidad de Texas (UTSA) sobre
Tetrahymena sp. como potencial en el control de infestaciones por ectoparasitos
ciliados en peces de cultivo. Con el presente trabajo, se obtuvo un cultivo aséptico
de ciliados del género Tetrahymena identificado morfolégicamente y confirmado
molecularmente con el gen 18 s para un 95% de identidad. La concentracién letal
media (LCsp) de Tetrahymena sp. a las NpsAg Argovit™ fluctué desde 2501 ng/L a
los 15 min hasta 796 ng/L a los 60 min., mientras que para las NPsAg UTSA fue
entre 4 y 1 ng/L a los 15 y 60 min respectivamente. Los tiempos letales medios (TL 50)
variaron desde 54 a 8 min a 900 y 3000 ng/L respectivamente para las NpsAg
Argovit™ y desde 55 a 2 min a 1 y 11 ng/L para las NpsAg UTSA. Las

y
UTSA a los 15 y 60 min respectivamente. Ambas nanoparticulas de plata

concentraciones letales (CLigo) fueron 3300 y 10.6 ng/L para las NpsAg Argovit™

ocasionaron ruptura de la membrana celular y apoptosis. Las NpsAg UTSA fueron
311 veces mas toxicas que las NpsAg Argovit™ sobre Tetrahymena sp. Las
investigaciones deben continuar para conocer el efecto potencial de estas particulas

sobre peces infectados con ciliados parasitos.

Palabras clave: nanoparticulas, toxicidad, ectoparasitos, acuicultura, antiprotozoarios
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Il.- ABSTRACT

Diseases caused by parasites in aguaculture cause significant economic damage in
this industry. In fact, the economic cost of protistan parasites to global fish culture
plays a critical role in the aquaculture production, because there is a lack of control
and management of infestations. The assessment in vitro of the effect of antiprotozoal
compounds in fish is difficult, due to the life cycle of parasites in the laboratory is
complicated. However, due to the easy culture of the ciliated protozoan Tetrahymena,
this organism can be used like a biological model. Nanotherapy is a new discipline
that promises to be broad-spectrum for the development of "smart" drugs to specific
pathogens. In the present study, the in vitro toxicity of the silver nanoparticles
synthesized by Argovit™ and the University of Texas at San Antonio (UTSA) were
evaluated for the first time against Tetrahymena sp. like potential technology for the
control of ectoparasite infestations caused by ciliated protozoan in fish culture. In
this research, the aseptic culture of Tetrahymena sp. was obtained. The ciliate was
isolated and the genus of the species confirmed by morphological and molecular
methods, the later using the gen 18s with 95% accuracy. The median lethal
concentration (LCsp) for NpsAg Argovit™ in Tetrahymena sp. was 2501 ng/L at 15
minutes until 796 ng/L at 60 minutes, while the LCso for NPsAg UTSA was 4 and 1
ng/L at the 15 min and 60 min respectively. The median lethal times were 54 and 8
min at 900 and 3000 ng/L respectively by the NpsAg Argovit™ and 55 and 2 min at 1
and 11 ng/L by the NpsAg UTSA. The lethal concentrations (CLio0) were 3300 y
10.6 ng/L for NpsAg Argovit™ and UTSA at 15 and 60 min respectively. The NpsAg
caused rupture of membrane and apoptosis in the cell. The NpsAg UTSA were 311
times more toxic than NpsAg Argovit™ against Tetrahymena sp. It is neccesary to
continue investigating about the potential effect of this nanoparticles in infected fish

with ciliates parasites.
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lil.- INTRODUCCION GENERAL

La nanotecnologia es la manipulacion de la materia a escala nanométrica. La meta
tecnoldgica particular es la de manipular en forma precisa los atomos y moléculas

para la fabricacién de productos a microescala (Drexler, 1986).

La nanotecnologia abarca las tecnologias para fabricar materiales, incluyendo
particulas en forma de esfera, cubicas, aciculares y tubulares a nanoescala (de
aproximadamente 5 a 100 nm) y dispositivos hasta de 500 nm (Allaker y Ren, 2008).
Los nanomateriales pueden ser divididos en dos grandes grupos: nanoparticulas
ultra finas que estan presentes de forma normal en la naturaleza y nanoparticulas

gue produce el humano (Oberdérster et al., 2005).

Debido a su escala similar a la mayoria de las moléculas y estructuras biolégicas
pueden ser Utiles tanto in vivo como in vitro para la investigacion y para aplicaciones
biomédicas (Gherbawy et al., 2013). El campo de la nanotecnologia presenta un
rapido crecimiento, con diversas aplicaciones potenciales, incluyendo el control de

las enfermedades infecciosas (Allaker y Ren, 2008).

Las nanoparticulas de plata (NpsAg) poseen propiedades Unicas como su gran
superficie y la gran capacidad de producir especies reactivas de oxigeno (ROS), lo
que les permite tener propiedades antimicrobianas eficaces (Elechiguerra et al.,
2005; Gherbawy et al., 2013). Estas propiedades pueden ser antibacterianas,
antifangicas, antivirales, antiprotozoarias, acaricidas, larvicidas e incluso contra
células cancerosas, por lo que han atraido recientemente la atencion de un gran

nimero de investigaciones (Raid etal., 2014).

En acuicultura el problema de las enfermedades infecciosas ocasionadas por virus,
bacterias y hongos, asi como infestaciones por un nimero importante de parasitos,
constituye una de las principales causas de pérdidas economicas (Meyer,1991),
dentro de éstas, el impacto econdmico de los parasitos protozoarios y metazoarios,
en particular a escala global en el cultivo de peces, juegan un papel critico y

significativo en la productividad, ya que la mayoria de ellas no cuentan con medidas
3
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de control adecuadas. Por ejemplo, un estudio demostré que las pérdidas anuales
atribuidas a parasitos protozoarios y metazoarios corresponde entre 5.8 a 16.5% del
valor de la acuicultura en el Reino Unido (Shinn et al., 2015). En 2013 la produccion
global de peces por acuicultura fue de 47,071,000 toneladas (FAO, 2015) vy se
calculd un 10% de pérdidas ocasionadas por parasitos solamente en las salas de
cria, dando una cifra de entre 103.55 a 129.44 billones de peces /afio, si se asume el
mismo porcentaje por cada estado del ciclo de vida de los peces, entonces las
pérdidas calculadas se incrementan a $ 107.31 millones y 134.14 millones de doélares
por afio en el Reino Unido (Shinn et al.,, 2015). Dentro de los parasitos los
protozoarios son capaces de terminar con los cultivos piscicolas debido a su facil
transmision, por ejemplo se estima un impacto mundial econémico ocasionado por
Ichthyophthirius multifilis de $ 50 millones de dolares al afio en los peces

ornamentales y de consumo (American Chemical Society, 2010).

Debido a que no existen métodos terapéuticos efectivos para eliminar de manera
efectiva a los parasitos protozoarios en peces y a que es complicado lograr el ciclo
de vida de ellos en laboratorio, se eligi6 como organismo modelo al protista

Tetrahymena sp. para evaluar como método alterno de control a las NpsAg.

Los protistas tienen sistemas altamente desarrollados para la internalizacion de
particulas de tamafio nanoescala (100 nm o menos) y microescala (100-100000 nm)
(Frankel, 2000), por lo que son buenos modelos de organismos para la

nanotoxicologia (Holbrook et al., 2008).

Otras ventajas del modelo Tetrahymena sp. es su facil cultivo en un periodo corto de
tiempo (Sauvant et al., 1999) por lo cual se ha empleado para evaluar efectos
toxicolégicos de sustancias como insecticidas, fungicidas, micotoxinas y metales

pesados (Uma et al., 2008).
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1.1 ACTIVIDAD ANTIPROTOZOARIA DE LAS NpsAg

En la Cuadro 1. Se enlistan los trabajos en donde se han evaluado NpsAg para

comprobar su actividad antiprotozoaria en varios organismos.

Cuadro 1. Concentraciones de nanoparticulas de plata con actividad
antiprotozoaria
Ciliados
Especies Concentracién | Tamafio de Concentracién con Referencia
empleadas* nanoparticula mejores resultados*
(nm)
Paramecium 1-100 mg/L 30 LC ., (1h): 39 mg/L Kvitek et al.,
caudatum 2009
10,30y 50 17,21y 28 30,50 pg/mL: 100% Abe et al.,
pg/mL ug efectividad. 2014
0.291, 0.583, 10 2.913 mg/L: crecimiento Shi et al.,
.874, 1.165, poblacional reducido 2012
Tetrahymena
1.457, 1.748,
pyriformis *LC : 1.457 mg/L
2.039, 2.331,
2.622, 2913y
3.205 mgl/L.
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1.457 mg/L a) 5-10 Mas toxicas las Nps de 5-10 Shi et al.,
(oscuridad y luz) nm (oscuridad) 2013
b) 15-25
Flagelados
Especies Concentracion Tamafo de Concentracion con Referencia
empleadas nanoparticula | mejores resultados
(nm)
Leishmania | 25, 50, 100, 150, 10-40 200 pg/mL — Allahverdiyev,
tropica 200 pg/mL actividad inhibitoria et al., 2011.
parcial
Leishmania 0, 12.5, 25, 50, In vitro:
amazonensis | 100 and 200 pM 8-10 *IC 50: Biologicas Bergmann et
(Quimicas y (25 uM) y Quimicas al., 2012
Bioldgicas) (100 uM).
In vivo: Quimicas
mas efectivas
Giardia 100 ppm 20-50 100 ppm :81.1 % Said et al.,
lamblia reduccion 2012

*|C: Indice de citotoxicidad
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Coccidios
Especies Concentracion | Tamafo de Concentracion con Referencia
empleadas nanoparticula mejores resultados
(nm)
Chauke y
Siebrits,
Eimeriatenella 15 mg/L DN 15mg/L : 50% reduccién 2012
de oocistos en muestras
fecales
Cryptosporidium g
0.005 -500 7 500 pg/ml redujo el Cameron et
parvum )
pg/ml desenquiste al., 2016
Toxoplasma 100, 200 pg/mL 93.65 100, 200 pg/mL
gondii causaron deformidad e
. e, Gaafar,
inmovilizacion de los
- 2014
parasitos

DN: Dato no disponible

Existe evidencia de que las NpsAg pueden dafar las membranas celulares
bacterianas por interaccion con sus proteinas, afectando su permeabilidad y correcta
funcion (Marambio y Hoek, 2010). En el 2008 en observaciones de E. coli con
microscopia electrénica de transmision, identificaron que las NpsAg se adhirieron y
penetraron dentro de la célula y fueron capaces de inducir la formacién de huecos en
la membrana celular (Choi et al., 2008). También otro mecanismo de accion es la

liberacion de iones de plata y generacién de especies reactivas de Oxigeno (ROS).
7
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Las células eucariotas posiblemente podrian ser afectadas por la mayoria de estos
mecanismos, sin embargo se han realizado muy pocas investigaciones (Marambio y
Hoek, 2010). Recientemente se evaluaron los efectos inhibitorios de las NpsAg en el
hongo Candida albicans y observaron diferencias ultraestructurales bajo microscopia
electronica de barrido. Tales cambios se localizaron en la superficie de la levadura, lo

cual indico dafio en la pared celular (Lara et al., 2015).

Se han identificado también alteraciones, ruptura y degradacion de la pared celular
por NpsAg en el alga verde Pithophora oedogonia (Dash et al., 2012) y la microalga
Chlorella vulgaris (Razack et al., 2016) y mediante imagenes hiperespectrales en las

células del protozoario Cryptosporidium parvum (Cameron et al., 2016).

En el caso de los trabajos con los protozoarios Paramecium sp. y Tetrahymena sp.,
mencionados anteriormente, no se describe el modo de accién de las NpsAg sobre la
membrana, por lo que uno de los objetivos del presente estudio es evaluar como

actian en la célula utilizando el modelo de Tetrahymena sp.

Esta es la primera vez que dos tipos de nanoparticulas de plata Argovit™ y las
sintetizadas en el Departamento de Fisica de la Universidad de Texas a la que en
adelante denominaremos UTSA, se utilizaron para evaluar su efectividad en contra
de protozoarios ciliados. El objetivo es determinar si las NpsAg tienen potencial para

ser utilizadas para controlar infestaciones por parasitos ciliados en peces de cultivo.
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IV.- HIPOTESIS

Las nanoparticulas de plata aplicadas al agua de cultivo afectan la supervivencia del

ciliado de vida libre Tetrahymena sp.
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V.- OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar los efectos toxicos de dos nanoparticulas de plata (sintetizadas fisica y

guimicamente) en el protozoario Tetrahymena sp.

V.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener cultivo de Tetrahymena sp.

e Evaluar in vitro el efecto de diferentes concentraciones y periédos de
exposicion de dos tipos de NpsAg (Argovit™ y UTSA), sobre la supervivencia

de Tetrahymena sp.

e Determinar mediante microscopia electrénica de barrido la interaccion de las

nanoparticulas sobre el protozoario.

10
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VI.- MATERIALES Y METODOS
VI.1. Reactivos

VI.1.1 Nanoparticulas utilizadas

La solucion de Nanoparticulas de la marca Argovit™ fue donada por la Dra. Nina
Bogdanchikova de la Red de Bionanotecnologia de la UNAM vy las NpsAg
sintetizadas en el Departamento de Fisica de la Universidad de Texas (UTSA),
donadas por el Dr. Humberto Lara del Laboratorio de Astronomia y Fisica de la

Universidad de Texas.

VI.1.1.1 Caracteristicas de las NpsAg Argovit™

Las caracteristicas de las nanoparticulas Argovit™ tomadas de Melnik et al., 2013,
Vazquez et al.,, 2014, Bogdanchikova et al., 2015, Juarez et al., 2016 y Juarez et

al., 2017 se observan en la Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas de las NpsAg

Propiedades Argovit™ UTSA
Contenido de plata metalica (mg/ml) 12 0.032
Contenido de Polivinilpirrolidona (PVP) (mg/ml) 188 _
Tamafio de la particula (nm) 35 15 1-3
Forma de nanoparticula Esféricas Esféricas
Diametro hidrodinamico: plata metalica con PVP 70 _
(nm)
Potencial Z (mV) -15 -29a134
Superficie de resonancia del plasmon 420 nm _

11
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Estructura del PVP por transformada infrarroja de Confirmado _

Fourier

Sintesis Quimica Fisica

Actividad Antibacteriana, antimicética,
virucida

Las NpsAg Argovit™ no son téxicas ni genotdxicas en linfocitos humanos (Girdn,
2014), ademas se ha probado que actian en contra de bacterias, hongos (Vazquez
et al., 2014) y virus zoondticos (Borrego et al., 2016). Las NpsAg tiene certificados

internacionales para uso en veterinaria y en humanos (Borrego et al., 2016).

VI1.1.1.2 Caracteristicas de las NpsAg de la Universidad de Texas (UTSA)

Las caracteristicas de las NpsAg sintetizadas en el Departamento de Fisica de la
UTSA se resumen en la Cuadro 2 (Lara et al., 2015, Romero et al., 2015). Dichas
nanoparticulas son sintetizadas mediante técnicas asistidas por microondas que
tienen la ventaja de conseguir un calentamiento rapido y terminacion de la reaccion

para producir nanoparticulas de metales a gran escala.

Esta técnica permite sintetizar nanoparticulas metdlicas con eficiente distribucion del
tamafio y lo mas importante para propositos biolégicos no involucra el manejo de

contaminantes potencialmente citotoxicos o agentes reductores (Zhu et al., 2014).

A lo largo de la sinergia de la metodologia del reactor de microondas aplicado al
AgNO3 en el proceso de reaccion, la reduccién se lleva a cabo produciendo especies

reductoras eliminando otras fuentes de contaminacion (Gutiérrez et al., 2012).

Las caracteristicas de tamafo y carga superficial de las nanoparticulas resultantes se
consideran ideales por sus potenciales aplicaciones terapéuticas (Lara et al., 2011y
Desai, 2012).

12
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VI1.1.1.3 Preparacion de las concentraciones de NpsAg

La concentracion de las NpsAg Argovit™ y UTSA se calcularon en base al contenido
de plata metalica. Las soluciones se prepararon en agua destilada y se mantuvieron

en oscuridad a 4°C.

El resto de quimicos fueron grado analitico y se obtuvieron de las siguientes fuentes
comerciales:

e Medios de cultivo: Extracto de levadura (Dibico®), Bactopectona (Difco™),
Antibiético: Piperacilina-tazobactam (Pisa®).

e Tincion de nitrato de plata Chatton-Lwoff. Nitrato de plata y acido acético
(Faga lab®), Tetroxido de osmio (Sigma Aldrich®), Oxido de cromo VI
(Meyer), Dicromato de potasio (J.T. Baker®).

e Solucion Bouin: acido acético (Faga lab®), Acido picrico (Hycel®), Solucién de
Formaldehido 37% (J.T. Baker®).

e Fijador microscopia electronica: Glutaraldehido (J.T. Baker®).

e Controles positivos: Cloruro de sodio, Solucion de Formaldehido 37% (J.T.
Baker®), Nitrato de plata (J.T. Baker®).

VI.2 Obtencion de material biolégico

a) Colecta y cultivo de Tetrahymena sp.

Se obtuvo un cultivo madre de ciliados de vida libre, a partir de un cultivo organico a
base de agua con Lactuca sativa (lechuga) después de 5 dias a una temperatura de

20 °C (Comunicacioén personal Dr. Carlos Antonio Martinez Palacios).

Para eliminar la carga bacteriana presente en este cultivo, se filtr6 y lavd 5 veces en
cajas de Petri por un tiempo de una hora, con agua destilada suplementada con 250
pg/ml de Estreptomicina/ penicilina G.

13
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A las 24 horas se revis6 en microscopio invertido Zeiss modelo AX10 y se
seleccionaron las muestras con menor cantidad de células bacterianas.
Posteriormente se realiz6 una siembra de 20 ul del cultivo de dichas muestras por

estria en agar Soya Tripticaseina y se incubé a 30°C por 24 horas.

El cultivo con menor cantidad de células bacterianas se mantuvo en 0.1% de
extracto de levadura y 1% bactopeptona en agua destilada (Arany et al., 2014) y
suplementado por segunda ocasion con 250ug/ml de Estreptomicina/ penicilina G
(Gallego et al., 2007) e incubado a 30°C por 24 horas. Se realiz6 siembra por estria
de 20 pl del cultivo en agar Soya Tripticaseina y se incub6é a 30°C por 24 horas. Se
realizé tincion Gram y antibiograma por difusién en placa a las colonias bacterianas

desarrolladas, arrojando que las bacterias fueron resistentes a estos antibioticos.

En una tercera experiencia se tratd con nuevos antibioticos, del cultivo filtrado y
lavado del ciliado se tomaron 20 ul de inéculo y se sembraron en 0.1% de extracto
de levadura y 1% bactopeptona en agua destilada (Elbp) (Arany et al., 2014)
suplementado esta vez, con 8ul de Piperacilina — tazobactam por cada 200 pl del

cultivo. Se incub6 a 30°C para posteriormente realizar la prueba de esterilidad.

La prueba de esterilidad se realiz6 después de 24 horas, esparciendo una gota del
culivo en agar extracto de levadura y posterior a su incubacion se observo
finalmente una eliminacion total de bacterias en el cultivo del protozoario.
Posteriormente, las células del ciliado se mantuvieron en medio de cultivo Elbp,
conforme Arany et al., (2014) a 30°C. Al dia siguiente células del ciliado cultivadas
con éxito sin bacterias, fueron llevadas a la fase logaritmica y de éstas se tomaron

las muestras de protozoarios para ser usados en los experimentos.

Las células se contaron bajo microscopio con un hemocitometro. Para precisar el
conteo, las células se inmovilizaron mediante la adicion de 1 gota de solucién Bouin
(Miyoshi et al., 2003).

14
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V1.3. Identificacion Taxondmica de los ciliados

La morfologia de los ciliados se estudié primero en condiciones in vivo para lo cual
las células fueron inmovilizadas con la adicion de 1 gota de solucién Bouin (Miyoshi
et al., 2003). El protozoario se fij6 Yy tifid por la técnica de nitrato de plata Chatton-

Lwoff (Foissner, 1992) para su identificacién a género segun Lom y Dykova (1992).

Con el fin de corroborar el género del protozoario se llevaron a cabo estudios
moleculares para lo cual, se realiz6 inicialmente la extraccion de ADN a 1 ml del
cultivo de ciliados (el cual se encontraba en fase logaritmica). La muestra del cultivo
se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min y se desechd el sobrenadante. A
continuacion se siguié con el protocolo del DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen Cat
69504), posteriormente se realizd electroforesis en gel de agarosa al 2% a 90 voltios,
500 miliamperes durante 30 min para comprobar presencia de ADN. Posteriormente
se amplificé mediante PCR la region V9 del gen ARNr con el primer disefiado por
Amaral et al., 2009. Asimismo se llevd a cabo la purificacion de productos de PCR
cortados del gel siguiendo instrucciones del Promega Wizard SV Gel y PCR clean-up
system.

Las muestras fueron enviadas a Macrogen Korea (http:/Mww.macrogen.com/eng/)

para su secuenciacion.
V1.4. Disefo experimental

V1.4.1. Evaluacién in vitro de las diferentes concentraciones de nanoparticulas

de plata en Tetrahymena sp.

El trabajo experimental se realiz6 en el Centro de Investigaciéon en Alimentacion y

Desarrollo, A.C. (CIAD) Unidad Mazatlan. Se emple6 el método de recuento en

microplaca de 96 pozos, un volumen de 100 pl de diferentes concentraciones de las

nanoparticulas de plata se colocé en cada pozo de la microplaca (Xu et al. ,2015),

posteriormente 20 células del protozoario en cultivo se agregaron a cada pozo que
15
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contenia diferentes concentraciones de nanoparticulas (por triplicado) (Abe et al.,
2014). Los valores de la Concentracion letal 50 (LCsp) y Concentracion letal 100
(LC100) de las NpsAg se determind por método estatico.

Las concentraciones finales a evaluar se eligieron en base a 24 experimentos
preliminares para cada nanoparticula, utilizandose finalmente las siguientes
concentraciones para las NpsAg (Argovit™) (ng/L): 300, 600, 900, 1200, 1500, 1800,
2100, 2400, 2700, 3000 y 3300. Para las NpsAg (UTSA) se utilizaron las siguientes
concentraciones (ng/L): 1.0, 2.2, 3.4, 4.6, 5.8, 7.0, 8.2, 9.4, 10.6. Para el control
negativo se utilizd agua destilada.

Cada 15 min post-exposicion se registrd la mortalidad acumulada del protozoario
hasta completar 1 hr en el microscopio invertido Zeiss modelo AX 10. El criterio de
muerte de las células fue la ausencia de movimiento ciliar (Xu et al., 2015).

Para comparar la toxicidad de las NpsAg (Argovit™ y UTSA) contra la plata idénica en
el ciliado, se usO una solucion de Nitrato de plata como referencia por representar la
forma mas tdxica de plata a una concentraciéon de 0.4 mg/L (Kvitek et al., 2009).
Asimismo se evaluaron los controles positivos de formalina 1 ml/L y cloruro de sodio
30 g/L (FDA, 2016).

V1.4.2. Descripcién del efecto de las NpsAg sobre Tetrahymena mediante

microscopia Optica

Se obtuvieron imagenes de Tetrahymena sp. expuesta a las diferentes
concentraciones de NpsAg en la microplaca de 96 pozos con el microscopio invertido
Zeiss AX 10 a los 60 min de exposicién para describir el efecto de las nanoparticulas

de plata sobre la morfologia del ciliado.

VI.4.3 Descripcién de la interaccion de las nanoparticulas de plata sobre

Tetrahymena sp. mediante microscopia electronica de barrido

Al tiempo de exposicién total (1 hora) 60 protozoarios por tratamiento y por duplicado

se fijaron en solucién de Glutaraldehido al 2.5%. Posteriormente se evalud el efecto
16
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de las NpsAg sobre la morfologia externa del ciliado por medio de microscopia
electronica de barrido de acuerdo a la metodologia descrita por Romero et al., (2015)
en el laboratorio de la Universidad de Texas en San Antonio (UTSA) con un

microscopio Hitachi 5500.

VI1.4.4 Analisis de datos

Para el analisis in vitro de la mortalidad de Tetrahymena sp. durante los
experimentos llevados a cabo, se calculd la concentracion letal media (LCsp) y los
tiempos letales medios (TLsp) de las NpsAg Y sus intervalos de confianza mediante
el modelo Probit (versién 15.0) del Programa SPSS®. De la misma manera se calcul6
la concentracion letal (LC100) la cual se define como la menor concentracion que

mat6 al 100% de los protozoarios.

Por otro lado se evalud la mortalidad del protozoario Tetrahymena sp. a través del
tiempo con las diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata (Argovit™ y
UTSA) utilizadas.

Asimismo se determind el porcentaje de eficacia de cada tratamiento por la
comparacioén del nimero de protozoarios vivos encontrados en cada tratamiento

contra los del grupo testigo negativo, de la siguiente manera:

% Eficacia =100 — (100 x protozoarios vivos en los tratamientos / promedio de

protozoario Vvivos en el testigo negativo) (Onaka et al., 2003).

Posteriormente se realizd el andlisis estadistico de los porcentajes de efectividad

encontrados para ambas nanoparticulas de plata (Argovit™ y UTSA) sobre

Tetrahymena sp., mediante el programa Statistica Ver. 7 (http:/statistica.io/). Se

realizaron pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas en los datos que se

obtuvieron de las efectividades de cada una de las nanoparticulas. Segun fue el caso

se utilizd6 un ANOVA con una prueba de Newman Keuls para datos parameétricos o
17
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bien un analisis Kruskal Wallis para datos no paramétricos. El nivel de significancia

gue se uso fue de P<0.05.
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VIl.- RESULTADOS
VII.1 Identificacién taxondmica de los protozoarios

VII.1.1 Técnica de nitrato de plata Chatton-Lwoff (Foissner, 1992)

Con la técnica de Chatton-Lwoff en microscopio Optico se identificaron las tres
membranelas adorales y una membrana oral correspondiente al género Tetrahymena
sp (Fig. 1), de acuerdo a Lom y Dykova, (1992).

Ma

Mo —-——_k\\

Nu

Figura 1.- Morfologia de Tetrahymena sp.
Ma: membranelas adorales, Mo: membranela oral, Nu: Nucleo

VIL.1.2 Programa informatico de alineamiento de secuencias Basic local

aligment (Blast) (Técnica molecular para determinacién del géneroy especie)

La Figura 2 y el Cuadro 3 muestran el alineamiento de secuencias para la
determinacion del género y la busqueda disponible en la base de datos moleculares
con la herramienta BLAST del NCBI, 2015. La secuencia obtenida corresponde con
un 95% de identidad con Tetrahymena pigmentosa, por lo que se concluye pertenece
al género Tetrahymena sp.
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GTCCCTTTTTCTATGTCTGGTGACCTTTICTGGACTGTGACACCAATGTTTCG GAA
AATTAAGTAAACCCTACCATTTTGGAACAACAAGAAGTCGTAACAAGGTATCTGT
AGGTGAACCTGCAGAATGACTCCCCCCCTITTITTICTTITTTTTTCTICTTITTTCTTTI
[TTTTTTTTTTTITTTITITTITTITTTICTTTTI T T T TII T T TITTTTITITTTITITTTITITTTTITITT T T
rrrrerererrerrerrerererrrrrrererrrrrrererrererrrrrrerrrrrrrrerrrel

[TTTTTTTTTTTITTTITI T T I T T T I T T T T I T T TIT T T TTITTTTITITTTTITTCTTTTTTITTTTITT
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ITTTrrrrrrrrrrrrrrrrrriTl

Figura 2.Secuencia de genes para el programa informatico de alineamiento de
secuencias Basic local aligment (Blast)

Cuadro 3. Resultados del Blast

Descripcion Max | Total | Query
score| score |cover E value |ldent Accession

Tetrahymena pigmentosa
strain HG2 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1,
complete sequence; and
5.8S ribosomal RNA gene,
partial sequence 171 171 0.22 2E-38 95% | EF608221.1

VIIL.2 Actividad antiprotozoaria de las nanoparticulas de plata (NpsAgQ)

VII.2.1 Evaluacion in vitro de las NpsAg Argovit™
Las mortalidades registradas se graficaron cada 15 minutos durante 1 hora de

exposicion a diferentes concentraciones de NpsAg Argovit ™ (Fig. 3).

20



Toxicidad de nanoparticulas de plata en el protozoario Tetrahymena sp.

100.00 3300 ng/L, g . - -
Cloruro de Sodio 30 g/L, 3000 ng/L
Fomalina 1 ml/L,
Nitrato de plata 0.4 mg/L
90.00
2400 ng/L
80.00 ? 2700 ng/L
70.00 1200 ng/L
g 1500 ng/L
5 /. ~12100 ng/L
©
2 60.00 7 1800 ng/L
£ ¢ /
o J
= 900 ng/L
$ 50.00 9
()
©
=i
[
© 40.00 ) 600 ng/L
[o]
o
30.00
300 ng/L
20.00
10.00
0.00 0
0.00 15.00 ~30.00 45.00 60.00
Tiempo (min)

Figura 3.- Porcentaje de mortalidad de Tetrahymena sp. a diferentes tiempos
(min) y concentraciones de NpsAg Argovit™ . Testigos: negativo (0 ng/L) y

positivos (formalina, cloruro de sodio y nitrato de plata).

La tendencia de la mortalidad se incrementd al aumentar la concentracion de las
NpsAg Argovit™y el tiempo de exposicién. En la grafica se observan tres grupos, las
concentraciones que no alcanzaron el 50% de mortalidad al final del bioensayo (0,
300 y 600 ng/L), las concentraciones que tuvieron de 50 a 70% de mortalidad (900 a
2100 ng/L) y las que alcanzaron mortalidades de méas de 70 al 100% (2400 a 3300
ng/L) junto con los positivos de nitrato de plata, formalina y cloruro de sodio. El
t™ mostr6é una mortalidad del 7% a los 60 min.
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VII.2.2 Evaluacién in vitro delas NpsAg UTSA

Las mortalidades de los protozoarios registradas cada 15 min durante 1lhr post-
exposicion a las NpsAg UTSA se muestran en la Figura 4.

100.00 Cloruro de Sodio 30 g/L, 10.6 ng/L
Formalina 1mliL,
Nitrato de Plata 0.4 mg/L + + 9.4 ng/L
8.2 ng/L
90.00 - 7.0 ngiL
o T 4.6ngL
~— 58 ng/L
80.00
3.4 ng/L
70.00
- 60.00 -
e
E 2.2 ng/lL
] 1 ng/L
E
£ 50.00
o
2
c
@
2
o
o 40.00
30.00
20.00
) / 0 nglk
0.00 T 5fm
0.00 15.00 30.00 45.00 60.00
Tiempo (min)

Figura 4.- Porcentaje de mortalidad de Tetrahymena sp. a diferentes tiempos
(min) y concentraciones de NpsAg UTSA. Testigos: negativo (0 ng/L) y

positivos (formalina, cloruro de sodio y nitrato de plata).
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t™ en donde al aumentar la

La tendencia observada es similar a las NpsAg Argovi
concentraciéon de nanoparticulas (NpsAg UTSA) y tiempo de exposicion se ve

incrementada la actividad antiprotozoaria.

En la grafica se observan tres grupos, las concentraciones que no alcanzaron el 70%
de mortalidad al final del bioensayo (0, 2.2 y 1 ng/L), las concentraciones que
tuvieron de 70 a 90% de mortalidad (3.4 a 7 ng/L) y los que alcanzaron mortalidades
de mas de 90 al 100% (8.2 a 10.6 ng/L) junto con los positivos de nitrato de plata,
formalina y cloruro de sodio. El testigo negativo NpsAg UTSA mostré una mortalidad

del 9% a los 60 min.

VII.2.3 Calculo
medios (TLsp) de las NpsAg Argovit™ Y UTSA

de la concentracidon letal media (LCso) y los tiempos letales

De las dos nanoparticulas evaluadas (Argovit™y UTSA) se calculd la CLso a partir de

las diferentes concentraciones utilizadas experimentalmente (Cuadro 4).

Cuadro 4. Concentracion letal media (LCsp) e intervalos de confianza (95%) para
cada una de las concentraciones de las dos NpsAg evaluadas en Tetrahymena

sp. durante 1 hora de tratamiento, utilizando el programa SPSS 15.0 ®

NpsAg Argovit ™ Intervalos de confianza al 95%
Tiempo (min) LCso (ng/L)*
Limite inferior Limite superior
15 2501 1716.581 6920.279
30 1554 1007.393 2336.629
45 1160 791.247 1527.243
60 796 510.316 1046.636
NpsAg UTSA
15 4 2.361 6.164
30 3 1.040 4.344
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45 2

0.538

2.784

60 1

0.626

1.724

*las cifras se redondearon

La concentracion letal media para ambas nanoparticulas disminuyé conforme se

increment6 el tiempo de exposicion (min). Los intervalos de confianza mas cortos se

identificaron en NpsAg UTSA.

Respecto a los tiempos letales medios para ambas nanoparticulas (Cuadro 5), éstos
de manera general disminuyen conforme aumenta la concentracion. Los tiempos

letales medios en la concentracion mas alta fue de 2 min y 8 min para las NpsAg

UTSA y NpsAg Argovit™ respectivamente.

Cuadro 5. Tiempo letal medio (TLsg) de las dos nanoparticulas para las

concentraciones evaluadas utilizando el programa SPSS 15.0 ®.

NpsAg Argovit '

Intervalos de confianza al 95%

Concentracion TL 50 (Min)**
(ng/L)
Limite inferior Limite superior
900 54 46.792 66.218
1200 35 31.380 38.654
1500 39 * *
1800 45 30.288 155.265
2100 40 35.300 44,982
2400 14 9.957 17.511
2700 25 * *
3000 8 5.207 10.373
3300 * * *
NpsAg UTSA
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1 55 47.290 69.404
2.2 52 46.173 59.849
3.4 35 21.312 60.872
4.6 1 .000 3.829
5.8 11 6.968 14.673
7.0 11 * *
8.2 6 * *
9.4 2 151 4.909

10.6 2 129 5.327

*Indeterminado ; ** las cifras se redondearon

VII.3 Efectividad de las NpsAg en Tetrahymena sp.

En el andlisis estadistico de las efectividades de las nanoparticulas Argovit™ los
datos de 15 y 30 min no presentaron normalidad por lo que se les realizé un Anova
no paramétrico y una comparacién multiple Kruskal-Wallis. Los datos de 30 y 60 min
acusaron normalidad y homogeneidad por lo que se les realizd la prueba de
comparacién Newman-Keuls.

Por otro lado todos los datos de las nanoparticulas NpsAg UTSA no presentaron
normalidad, por lo que se llevd a cabo un Anova no paramétrico y comparacion

multiple mediante prueba de Kruskal-Wallis.

VII.3.1. Efectividad de las NpsAg Argovit™

A los 15 min se encontraron diferencias significativas (p<0.5) entre las
concentraciones de 3000 y 3300 ng/L con el testigo (Fig. 5). Por otro lado a los 30
min se encontraron diferencias significativas (p<0.5) entre la maxima concentracion
(3300 ng/L) y el testigo (Fig. 6).
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Figura 5.- Efectividad de las NpsAg Argovit™ en Tetrahymena sp. a los 15 min

de exposicion
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Figura 6.- Efectividad de las NpsAg Argovit™ en Tetrahymena sp. a los 30 min

de exposicion
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A partir de las concentraciones de 900-3300 ng/L a los 15 y 30 minutos no se
observd ninguna diferencia significativa en la efectividad, mientras que a los 45
minutos de exposicion con el testigo se presentaron diferencias significativas (p<0.5)
(Fig. 7). Asimismo se presentaron diferencias significativas (p<0.5) entre las
concentraciones de 1200, 2100-3300 ng/L y la concentracién de 300 ng/L.

120.00
egh o
f
100.00 - bg T 3
bd bh
80.00 1 bd bed

bed bcd

N S O R I N I I I S I N R N RN RN
O%Q%QQQ'@QQDQ%Q\Q@,\QQQQ

%)
COCNNe YR

Concentracion ng/L

Figura 7.- Efectividad de las NpsAg Argovit™ en Tetrahymena sp. a los 45 min

de exposicion

Las concentraciones de 2400-3300 ng/L presentaron diferencias significativas (p<0.5)
con la concentracién de 600 ng/L. Asimismo las concentraciones de 3000 y 3300
presentaron diferencias significativas (p<0.5) con las concentraciones de 600-2100

ng/L.
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A los 60 min se observaron diferencias significativas (p<0.5) entre los tratamientos de
las concentraciones de 600-3300 ng/L con el testigo.

También hubo diferencias significativas (p<0.5) entre las concentraciones de 900-
3300 y la concentracién mas baja 300 ng/L. Por otro lado las concentraciones de
2400-3300 ng/L mostraron diferencias significativas (p<0.5) con la concentracion de
600 ng/L.

La concentracién de 900 ng/L mostré diferencias significativas (p<0.5) con la
concentracién de 2400, 3000 y 3300 ng/L. Asimismo diferencias significativas entre
las concentraciones de 1500 ng/L y 3300. Por ultimo las concentraciones de 1800 y
2100 ng/L presentaron diferencias significativas (p<0.5) con las concentraciones de
3000y 3300 ng/L (Fig.8).
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Figura 8.- Efectividad de las NpsAg Argovit™ en Tetrahymena sp. a los 60 min
de exposicion

28



Toxicidad de nanoparticulas de plata en el protozoario Tetrahymena sp.

Las concentraciones de NpsAg Argovit™ de 3000 y 3300 ng/L fueron las mas

efectivas con 96 y 100% de efectividad respectivamente a los 60 min de exposicion
(Fig. 8).

VII.3.2. Efectividad de las NpsAg de UTSA.

A los 15, 30, 45 y 60 min se encontraron diferencias significativas (p<0.5) entre el

grupo testigo y la concentracion de 10.6 ng/L (Figs. 9,10 ,11 y 12).
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Figura 9.- Efectividad de las NpsAg UTSA en Tetrahymena sp. alos 15 min de

exposicion
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Figura 10.- Efectividad de las NpsAg UTSA en Tetrahymena sp. alos 30 min de

exposicion
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Figura 11.- Efectividad de las NpsAg UTSA en Tetrahymena sp. alos 45 min de
exposicion
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Figura 12.- Efectividad de las NpsAg UTSA en Tetrahymena sp. alos 60 min de

exposicion

Las concentraciones de 9.4 y 10.6 ng/L de NpsAg UTSA fueron las mas efectivas

durante el experimento, con un 96 y 100% de efectividad respectivamente.

VIL.4 Microscopia Optica y microscopia electronica de barrido: interaccion de

las NpsAg sobre Tetrahymena sp.

Microscopia 6ptica

En la Figura 13a se observa microscopicamente la morfologia de Tetrahymena sp.
completa, sin cambio en sus estructuras y morfologia, mientras que en las Figuras

13b y 13c se observa el efecto de las concentraciones maximas y minimas de las
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NpsAg Argovit™ sobre membranas y nicleo en la morfologia de Tetrahymena sp.

comparada con un organismo vivo utilizado como testigo negativo.

a) b) c)

Figura 13.- Microfotografias del ciliado Tetrahymena sp. (400x), a) Testigo
negativo.Expuesta a NpsAg Argovit™: b) maxima concentracién 3300 ng/L), c)

minima concentracion 300 ng/L).

En la maxima concentracion (3300 ng/L) se observa una Tetrahymena sp. (Fig 13b)
con ruptura de membrana plasmatica y fuga de contenido celular con respecto al

testigo negativo.

En la minima concentracién (300 ng/L) como se observa en la Figura 13c los
protozoarios pierden su morfologia ovalada. Las microfotografias del efecto en
Tetrahymena sp. con las diferentes concentraciones de NpsAg Argovit™ se

observan en el anexo (Cuadro 6).

También se observaron cambios morfolégicos en Tetrahymena sp. expuesta a las

NpsAg UTSA ala concentracion maxima y minima (Fig. 14).
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a) b)

Figura 14.- Tetrahymena sp. expuesta a NpsAg UTSA (400 x):
a) Maxima concentracion 10.6 ng/L b) Minima concentracién 1 ng/L

En la maxima concentracion evaluada (10.6 ng/L) la ruptura de membrana y
fragmentacion del nicleo (apoptosis) fueron evidentes mientras que en la minima
concentracién evaluada (1 ng/L) solamente se detectd ruptura de membrana. Las
microfotografias del efecto en Tetrahymena sp. con las diferentes concentraciones

de NpsAg UTSA se observan en el anexo (Cuadro 7).

Microscopia electronica de barrido (MEB)

Se obtuvieron imagenes de MEB para conocer el efecto de las NpsAg Argovit™

y
UTSA sobre Tetrahymena sp., ambas nanoparticulas provocaron una estructura
amorfa de la célula en contraste con su caracteristica forma ovalada. La Figura 15
muestra una célula completa de Tetrahymena sp, embebida en un fondo blanco que

es artefacto debido a los materiales de fijacion.
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Figura 15.- Tetrahymena sp. testigo negativo

La Figura 16a muestra una célula de Tetrahymena sin estructura ni forma con
numerosos puntos blancos en su interior. La técnica de espectroscopia de dispersion
reveld la plata en las células afectadas coloreada en rojo (Fig. 16b). En forma similar,
con las NpsAg UTSA, se observan los organismos afectados en una forma amorfa
(Fig. 17a) y mediante la técnica de espectroscopia de dispersion las particulas de
plata resaltadas de color rojo (Fig. 17b).

Figura 16.- a) Tetrahymena sp. dafiada por nanoparticulas Argovit™ y

b) Identificacién de plata (rojo) en Tetrahymena sp.
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UTSA
5.00um MAG: 10000x HV: 30kV

Figura 17.- a) Célula dafiada con NpsAg UTSA y b) Deteccion en rojo de la plata
dentro de la célula dafiada.
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VIIl.- DISCUSION

Entre los ciliados parasitos de mayor impacto al cultivo de peces dulceacuicolas se
encuentra Ichthyophthirius multifiliis causante de grandes pérdidas econémicas en
las granjas de peces comerciales: trucha (Oncorhynchus mykiis), tilapia
(Oreochromis aureus), bagre (Ictalurus punctatus), pez blanco (Chirostoma stor) y
peces de ornato de diferentes estados de Meéxico (Constantino et al., 1997,
SAGARPA, 2012; SAGARPA, 2013). Sin embargo, las investigaciones sobre la
efectividad de la terapia para su control en México son escasas debido a la ausencia
de cultivo de estos parasitos en el laboratorio. Estudios sobre el empleo de
organismos de facil cultivo como el ciliado Tetrahymena thermophila,
taxondmicamente relacionado a Ichthyophthirius multifiliis y con secuencias de
genes similares a sus terontes infectivos (Coyne et al., 2011) mostraron toxicidad en
T. thermophila y en los estadios infectivos de I. multifiliis (Xu et al., 2015). Es por ello
gue el protozoario Tetrahymena sp. cultivada se emplea como modelo de estudio

para el presente trabajo.

El ciliado parasito cultivado en el laboratorio en este estudio mostré las tres
membranelas extendidas oblicuamente a lo largo de la pared izquierda de la cavidad
bucal y la membrana perioral caracteristicas para el género Tetrahymena descritas
por Lom y Dykova (1992). La Tetrahymena sp. aislada del cultivo de Lactuca sativa
fue corroborada en cuanto a género y coincidié con la descripcién de las cuatro
membranas del aparato oral que reporta Lom y Dykova, (1992) para Tetrahymena
sp. De igual manera, adicionalmente, se constatd que los datos de las secuencias de
bases del gen 18S coincidieron en 95% con las bases de datos moleculares del
género en el NCBI, 2015.

En esta investigacion tanto las NpsAg Argovit™ como las UTSA presentaron
actividad antiprotozoaria dosis dependiente (al incrementarse la concentracion se
incremento la toxicidad), coincidiendo con lo reportado por Shi et al., (2012) quienes
sintetizaron y evaluaron NpsAg en T. pyriformis. Asimismo, coincide con lo descrito

por Cameron et al., (2016) en la coccidia Cryptosporidium parvum tratada con
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NpsAg NM-300. En particular, las concentraciones antiprotozoarias efectivas de las
NpsAg Argovit™ (3300 ng/L) y UTSA (10.6 ng/L) fueron bajas comparadas con la
menor concentracion (30 000 000 ng/L) de otras Nps que causaron 100% de
mortalidad en los ciliados Paramecium caudatum y Tetrahymena pyriformis (Kvitek et
al., 2009, Shi et al., 2012, Shi et al., 2013, Abe et al., 2014). Es importante destacar
que 311 veces menos concentrada las NpsUTSA ocasionaron el mismo efecto que
las NpsAg Argovit™ evidenciando su mayor toxicidad y efecto sobre Tetrahymena
sp. No obstante, la CL 190 de las NpsAg Argovit™ a Tetrahymena sp. fue de 3300
ng/L a los 15 min, dicho tiempo coincide con lo descrito por Abe et al., 2014 en
Tetrahymena sp . Mientras la CL 190 de las NpsAg UTSA fue 10.6 ng/L a los 60 min.
Aunqgue los estudios sobre toxicidad de las nanoparticulas de Argovit ™y UTSA en
otras especies se encuentran actualmente en proceso a través del proyecto 258607
CONACYT: “Estudio del efecto de nanoparticulas de plata en virus, bacterias y
parasitos de organismos acuaticos”, los resultados alcanzados parecen indicar un
menor riesgo para peces Yy otros organismos acuaticos en contraste con los registros
de Asharani et al.,(2011); Bruneau et al., (2016) y Afifi et al.,( 2016) donde el uso
excesivo de otras NpsAg no solo son bio-acumulables sino altamente toxicas para
los organismos acuaticos generando a su vez contaminacion ambiental (Griffit et al.,
2008 y Luoma et al., 2013) (Cuadro 8).

El tamafio efectivo de las nanoparticulas es un factor importante a considerar en la
toxicidad de las Nps sobre las células (Carlson et al., 2008). Se ha demostrado que
mientras mas pequefas, las nanoparticulas tienen una mejor actividad
antiprotozoaria (Kvitek et al., 2009; Allahverdiyev, et al., 2011; Bergmann et al., 2012;
Chauke y Siebrits, 2012; Said et al., 2012; Shi et al., 2012; Shi et al., 2013; Gaafar,
2014 y Cameron et al., 2016). Al comparar la toxicidad de las NpsAg Argovit™ contra
las NpsAg UTSA, existe una toxicidad diferencial, en donde menores
concentraciones de las NpsAg UTSA causaron mayor mortalidad en Tetrahymena

sp. que las NpsAg Argovit™ atribuible probablemente a su menor tamafio (1 nm
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NpsAg UTSA vs 35 nm NpsAg Argovit™ ) y coincidente con los experimentos de Shi

et al., (2013) al evaluar el efecto de particulas de (15-25 nm) en T. pyriformis.

La LCso de Tetrahymena sp. a las NpsAg Argovit™ y UTSA fueron de 796 y 1 ng/L
respectivamente a los 60 min, valores mucho menores a los reportadas por Abe et
al., 2014 (30 000 000 ng/L) en Paramecium caudatum.

La aplicacion de las NpsAg (Argovit™ y UTSA) en Tetrahymena, ocasiond ruptura de
la membrana celular similar a lo descrito por Cameron et al., (2016) al aplicar NpsAg
en el protozoario Cryptosporidium parvum. Asimismo dafios semejantes en la
membrana celular se han identificado en otros organismos eucariotas, tales como
Candida albicans (Lara et al., 2015) y algas (Dash et al., 2012; Razack et al., 2016).
La microscopia de luz evidencié apoptosis, lo cual ha sido identificado previamente

en embriones de raton en fase de blastocisto (Li etal., 2010).

Los testigos positivos evaluados Formalina (1mL/L) y Cloruro de sodio (30 g/L)
ocasionaron 100% de mortalidad en Tetrahymena sp. a los 15 minutos de exposicion
(Cuadro 9) coincidente con los registros de la FDA (2016) (Cuadro 10). Similarmente
la concentracion de la plata i6nica (0.4 mg/L), ocasiond la muerte inmediata de
Tetrahymena sp., tal como se reporté para el ciliado Paramecium (Kvitek et al.,
2009).

Los efectos antimicrobianos de la plata (Ag) se han reconocido por varias centurias
ya que los iones de la plata poseen el mas alto nivel de actividad antimicrobiana de
todos los metales pesados. El efecto antimicrobiano de la Plata ha sido demostrado
en numerosas aplicaciones contra diferentes tipos de microorganismos incluidos

bacterias, virus y protozoarios (Silvestry et al., 2007).

En el presente trabajo se evaluaron tres soluciones de plata, la primera fue la
solucién de nitrato de plata (Kvitek et al., 2009) vy la segunda, fue la plata en forma
de dos nanoparticulas (Argovit™ y UTSA) sobre el ciliado Tetrahymena sp., ambas

formas de plata resultaron ser efectivas. No obstante la plata en su forma iénica a
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pesar de su efectividad, no puede ser aplicada en el ambiente acuatico debido a su
gran concentracion (mg/L) y alta toxicidad sobre los peces y crustaceos (Baert et al.,
2006) (Cuadro 11). Por tal motivo la plata en forma de nanoparticula podria utilizarse
con mas ventajas para el ambiente acuatico ya que las concentraciones toxicas son
millones de veces menos concentradas que el nitrato de plata. Asi la toxicidad del
Nitrato de plata se mide en mg/L, mientras que la toxicidad de las NpsAg se mide en
ng/L, 0 sea gue la concentracion toxica de las NpsAg es un millon de veces mayor
que la concentracion del nitrato de plata. Sin embargo se requieren realizar estudios
mas exhaustivos sobre la toxicidad y bioseguridad de las Nanoparticulas en el

ambiente acuatico para tomar una decision definitiva sobre su uso.
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IX.- CONCLUSIONES

1.- Se logré identificar el protozoario utilizado en el presente trabajo a nivel de
Género (Tetrahymena sp.) a través de taxonomia clasica y a nivel molecular a través

de la secuenciacion de la region V9 del gen Ribosomal (18).

2.- Los resultados de las evaluaciones in vitro demostraron que las NpsAg Argovit™y

UTSA fueron 100% efectivas para eliminar al ciliado Tetrahymena sp.

3.- La aplicacién de las NpsAg (Argovit™ y UTSA) en Tetrahymena sp., ocasionaron

ruptura en la membrana celular y apoptosis.

4.- Las NpsAg UTSA fueron 311 veces mas toxicas que las de Argovit™
posiblemente debido a su tamafio mas pequefio y que por ello pudieron ocasionar la

fragmentacion del nacleo de los protozoarios.
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X.- PERSPECTIVAS

Derivado del presente trabajo se propone evaluar in vivo las concentraciones letales
(LC100) a Tetrahymena sp. en peces, con la finalidad de identificar si existe algun
dafio o toxicidad a estos vertebrados. También se propone evaluar la bioacumulacion
de las NpsAg en 6rganos internos para conocer posibles vias de absorcién, probable
dafio histolégico a huevos y juveniles de peces y la factibilidad de ser un problema de
dafio al consumidor. Dicha informacién proporcionara elementos complementarios
sobre la factibilidad de la terapia con NpsAg en peces infestados con protozoarios

ciliados.

Es de importancia evaluar in vitro la actividad antiparasitaria de las NpsAg sobre
otras especies de parasitos protozoarios y metazoarios para determinar la efectividad

del uso de estas NpsAg como una moderna terapia.
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Xl.- ANEXOS

Cuadro 6.- Efecto de diferentes concentraciones de NpsAg Argovit™ en
Tetrahymena sp.

Concentracion NpsAg Argovit™
ng/L
400 x

300

600
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900

1200

1500
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1800

2100

2400
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2700

3000

3300

*200 x
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Cuadro 7.- Efecto de diferentes concentraciones de NpsAg UTSA en
Tetrahymena sp.

Concentracion UTSA
ng/L

1.0

2.2

3.4
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4.6

5.8

7.0

a7
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8.2

9.4

10.6
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Cuadro 8.- Toxicidad de diferentes NpsAg en peces

Tamaifio de |la

nanoparticulas

Concentracién letal y/o

(nm) Condiciones de Principales hallazgos Referencia
exposicién
Hembras juweniles Oncorhynchus
mykiss
Analizaron higado y branquias
22 Duracién 96 h

Mayor acumulacion de plata en

40 ug/L 3 Bruneau et al., 2016
higado
Sugiere distribucion sistemética de
NpsAg en peces
Machos de Oreochromis niloticus

Duracion 24, 48 y | LC s0:19.5 mg/L

96 h
Incremento significativo de

Concentraciones particulas de Ag en cerebro de

Afifi et al., 2016

peces expuestos.

0,5,10,20,30 y 40

<100

mg/L

Distribucion NpsAg a traves de

circulacién sanguinea y
subsecuente acumulacion en
organos.

4 mg/L Con efecto en el sistema

antioxidante del cerebro.
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ESTUDIOS DE NANOTOXICIDAD DE PLATA EN EL PEZ CEBRA (Danio rerio)

Duracién 48 h

LC 50 (hembras): 7.07 mg/L,

0-10 mg/L , Juveniles: 7.20 mg/L Griffit et al., 2008
20-30
5-20 Duracién 24 h LC 50 (hembras y adultos) 250
mg/L.
Choi et al., 2010
NpsAg inducen estrés oxidativo,
dafio DNA y apoptosis en higado
81 Duracioén 48 h LC 59
8 concentraciones | (machos) 84 ug/L Bilberg et al., 2012
ug/L: 18, 36, 54, 72,
LC 10 : 57 pg/L
79, 107, 125, 143
11-45 Nps
Quimicas ,
LC 5o
20-40 Nps
o Duracion 96 h Nps Quimicas: 80 ug/L Sarkar et al., 2014
Bioldgicas,

partir de extractos

Nps Bioldgicas: 400 pg/L

de Psidium
guajava
Duracién 96 h Branquias e intestino Grganos
blancos de toxicidad de plata en los
20/ 110 1,2, 5 ppm Osborne et al., 2015

peces. Los resultados demuestran
la importancia del tamafio de la
las

particula en el impacto de

AgNPs
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5-50

Duracién 96 h

6 concentraciones
ng/ll: 237, 47.4,
142.2, 237, 284.4,
331.8

LC 5o
(hembras y machos)

142.42 ug/L

Krisnaraj et al., 2016

Nps: nanoparticulas
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Cuadro 9.- Efectos del Nitrato de plata, Formalina y Cloruro de sodio en
Tetrahymena sp.

Quimico Testigos positivos (400 x)

Nitrato de plata

Formalina

Cloruro de
sodio
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Cuadro 10. - Descripcion de la Formalina y Cloruro de sodio

Quimico/S | Conc. Actividad Ventajas Tiempo Implicaciones | Seguridad en la Informacion Tiempo de
tatus FDA de de su uso vida acuatica toxicolégica en | vida
exposici peces (dias)
on
Control de Esterilizante Bafio
infecciones Debido a su corto La exposicion | Toxicidad aguda
bacterianas y amplio espectro | 10 min-2 | a altas | para la vida
micoticas en de actividad hrs concentracion | acuética 96h: 2-20
huevos de peces | (Flick, 1998). es de vapor de | 0.00458 ml/L (Australian
0.05- formaldehido LC 5o : Department of
0.35 causa grawes | Toxicidad cronica | 0.01694-0.123 the
ml/L Es bactericida, irritaciones para la vida ml/L (Cuadro Environment
(FAO, viricida, respiratorias acuatica 0.00161 | 12) and Heritage
1991) fungicida (CDC, que pueden | ml/L (Hohreiter y 2001)
Formalina/ 2008). poner en | Rigg, 2001)
(Aprobado) peligro la vida.
(FDA, Alta solubilidad La tolerancia a
2016) en el agua y no Los niveles | Toxicidad la formalina es
se bioacumula mas bajos de | aumenta diferente entre

en organismos
acuéticos
(WHO, 1989).

vapor pueden
causar

irritacion en

sustancialmente
al subir la

temperatura del

especies
(Intorre, 2007)

53




Toxicidad de nanoparticulas de plata en el protozoario Tetrahymena sp.

0.025—- | Ictioparasitos los ojos, las

0.030 protozoarios: 3 vias

ml/L Cryptobia sp., Banos respiratorias y

FAO, | Ichthyobodo sp., 1ar90s 1 14 piel.

1991 Chilodonella sp. , Ingerir el
Trichodina sp. vy formaldehido
Trichodinella. puede  poner
Infecciones Bafios en peligro la
micéticas cortos de | ida (FDA,

30- 2007).

0.25 60min

ml/L Puede causar

FAO, dafio ocular

1991 sewero, incluso

ceguera Y

0.25 Control de agravar una

ml/L protozoarios afeccion

(FDA, parésitos de preexistente:

2007). peces tales asmaética y
como: rinitis  alérgica
Chilodonella (FDA, 2007).
spp., Costia
spp., Epistylis El vapor de
spp., formaldehido
Ichthyophthirius puede ser

agua (FAO,
1996).

Dario a las

branquias de los

peces (FAO,
1996).

Remueve el
oxigeno del
ambiente

acuético, es
también un

alguicida. Peces

muy enfermos no

toleran
tratamiento
completo
(University of
Florida, 1996)

En especies de

peces sensibles
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spp., Scyphidia
spp. y Trichodina
spp .

cancerigeno  si
se inhala
(FDA, 2007).

Costoso y
grandes
wlimenes se
requieren
(University  of

Florida, 1996)

Uso
contraindicado
>28°C  (Wise
et al., 2004)

Iml -2
mi/L.

(FDA,
2007).

Control de
hongos de la
familia
Saprolegniaceae
en

peces (excepto

Acipenseriforme

s)

la concentracion a
usarse debe ser
<10 mg/L
(University of
Florida, 1996)

A bajas
temperaturas  es
transformado  en
parafolmaldehido:

altamente toxico
para los peces
(University of

Florida, 1996)

Toxicidad
afectada por la
guimica el agua
(pH, dureza y
constituyentes
naturales en el
agua) (Meinelt et
al., 2005).
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Alteracion en las
células de
mucosas (Leal et
al., 2016).

0.5-1 Minimiza el Previene la ND
g/L estrés metahemoglobi
Cloruro de | (FDA, osmoregulatorio nemia en Efectividad de la
. No es préactica
sodio 2011) durante el algunas P sal en el control
. . en estanques
(Baja transporte de especies de d de la
L or la ran | . . S
prioridad peces. peces. P 9 ichthiophthiriosis LC 50: 10.39 -
. cantidad de ,
regulatoria) | 2 g/L Control de la Incrementa la puede variar entre | 21.69 g/L
L sal ue se :
(FDA, (Mifsud | ictioftiriasis en produccion de a especies de (Adultos)
requeriria
2016) y tanques, mucus en la q peces, (Cuadro 13)
. . (University  of .
Rowlan | acuarios y piel. concentracion de
. Florida, 2015).
d, sistemas de re- sal y la cepa de
2008). circulacion Bajo costo, lista Recipientes ich (Mitsuf y

para uso y

Rowland, 2008).
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20- Control de
509/l infecciones
(FAO, bacterianas y
1991) micoticas en
huevos de
peces.

4-5 g/l Infecciones por
Ich estadios
terontes
(intolerantes a
salinidad)
(University of
Florida, 2015)
Control efectivo

30 g/L de ictioparasitos

(FAO, protozoarios:

1991). Cryptobia sp.,

Ichthyobodo sp.,
Chilodonella sp. ,
Trichodina sp. y

Trichodinella sp.

cuando es
apropiadament
e es segura
para uso en
peces
dulceacuicolas
(University of
Florida, 1995)

Barios

cortos

con
recubrimiento

de zinc nunca
deben ser
usados para

los bafios de

NaCl  (FAO,
1991).

Temperaturas
del agua

inferiores a5 °

Barios
cortos de
15-30

min

C la eficacia
de los bafios
de sales se
reduce
sustancialment
e (FAO, 1991).
Ligeramente
irritante en piel
y ojos de
usuario.

Efectos

Exito del
tratamiento

depende de Ia
seweridad de la

infestacion (Wise

et al., 2004).
Diferencia entre
las

concentraciones

letales de cloruro
de sodio para los
peces y los
parasitos no es
muy grande, es

necesario durante

el tratamiento
atenerse a
pruebas de
tolerancia  (FAO,
1991).

Peces expuestos
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mutagenicos a
células
sométicas de
mamiferos
(MSDS, 2013).

Impacto
ambiental del
agua de
descarga en
cuerpos
acuiferos
(Mifsud et al.,
2008)

a soluciones
salinas muestran
nado erratico vy

de

balance en forma

pérdida

dosis dependiente
(Mallick
2016).

et al,

Altas
concentraciones y

exposiciones

provocan la
muerte  (Burgdorf
et al., 2011)
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Cuadro 11.- Diferentes formas de plata utilizadas como bactericidas en la
industria médica y alimentaria

Particulas

Nanoparticulas Plata i6nica (Plata coloidal)

metalica

Pequefias 1-100 pm

3 (Gary , 1994)
Atomos de Plata que

han perdido un

Constitucién 1-100 nm de longitud o 3
electron quedando con

diametro (Thomas y Sayre, .
una carga positiva.

2005)
Pequefias particulas
de Plata metalica
gue, a su ez, estan
formadas por
muchos atomos.
Quimico, fisico, biolégico DN Mecanismo de
precipitacion  (Gary,
Método de
1994)
formacion
Mayor , por lo que aumenta sus | DN Menor area
. propiedades superficiales : superficial (Beer et
Superficie
al., 2012)

volumen radio

Mayor interaccién por lo son
potencialmente mas reactivas
que las particulas mas grandes

B t al., 2012
(Beer et al ) 59
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lones de plata

libres

Contintia

Zande et al., 2012)

liberaciéon (Van der

Papel importante en la toxicidad

de las suspensiones de AgNP

(Beer et al., 2012).

DN

Continda liberacién
(Van der Zande et

al., 2012)

Comportamiento

en el organismo

Vias de exposicion  oral,
respiratoria y dérmica son las
mas relevantes (Johnston et al.,

2010).

Tamafio de las AgNPs también

lones pueden pasar a
la sangre de forma
que al entrar en
contacto con la luz

solar, se reducen a

Pasan a través del
tracto digestivo, sin
ninguna  posibilidad
de pasar a la sangre,

ya que la plata como

humano _ o Plata metalica (Ag 0 ) | metal noble es
influye en la distribucion tisular . )
y originan manchas | totalmente insoluble
en la penetracion dermal e i L
azuladas en la piel, es | en liquidos
intestinal y en la captacion ) . L.
decir, producen Argiria | organicos, hasta
celular (Chithrani et al., 2006, o i
(Drake y Hazelwood, | eliminarse finalmente
De Jong et al., 2008, Sonavane
2005). por las heces en su
et al., 2008 .
) totalidad (HSE,
1998).
Muestran efectos toxicos Forma metalica
inaceptables en el humano y menor riesgo para la
) Bajo riesgo para los
ambiente (Panyala et al., 2008). salud humana
humanos Juberg,
( g (Drake y Hazelwood,
1998).
) 2008).
Toxicidad , . - .
Mé&s baja toxicidad de NpsAg | Absorcion en
animales ) )
en organismos eucariotas en| pulmones y tracto
terrestres

comparacion con procariotas
(Kvitek et al., 2011).
Estudios in vivo e in vitro

NPsAg producen una toxicidad

gastrointestinal.

Ingestién por varios de

plata puede causar

argiria en humanos y

No se reconoce
seguras (FDA,
1999)

Limite permisible de
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pulmones, rifiones, cerebro,

O6rganos reproductores 'y el

higado (6rgano principal de
acumulacién de las AgNPs.)

(Avalos et al., 2013).

animales, este efecto
es solamente

cosmético y no es

peligroso a la salud
(EPA, 1993).
Dosis letal en el

humano AgNO3: 10g

exposicién 0.01
mg/m3 todas las
formas de plata

(National Institute for
Occupational

and Health, 2003)

Safety

Toxicidad
animales

acuaticos

Toxicidad en peces
LC 50 (96h) 0.08-19.5 mg/L

(Consultar Cuadro 8).

No representan riesgo para el

ambiente (Kvitek et al., 2011)

Alta toxicidad:

Algas, peces y
Daphnia
concentraciones
nanomolares (Baer, et

al., 2006).

No se
segura (FDA, 1999)

reconoce

Acumulacién

Presente (Marin et al., 2015)

Presente (Marin et al.,

2015)

Ausente

Actividad

antimicrobiana

Mejor agente antimicrobiano
inhiben el crecimiento de
microorganismos a

concentraciones  mas

(Kvitek et al., 2011).

bajas

Actividad letal contra muchos

microorganismos tales como

hongos y bacterias, asi como

contra virus (Morones et al.

Menor agente
antimicrobiano  (Kvitek

et al., 2011),

Gram negativas mas
sensibles en
comparacion a Gram
positivas (Feng et al.

2000)

Antimicrobiano  que
se ha utilizado como
aditivo en forma de
compuestos que
liberan iones de plata
(Ag+) en solucion
acuosa (Cano vy

Cantd, 2017).
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2005).

Tamafio de las particulas 2- 10
nm mata las bacterias y

mejorar la respuesta inmune y

regeneracion de tejidos
(Morones et al., 2005)
Efectos en la Inducen bordes irregulares en la membrana y | Apoptosis (Franco et

célula

encogimiento celular (Hussain et al., 2005)

Apoptosis (Li et al., 2010)

al., 2010)

Aplicaciones

Medicina (UNAM, 2017).

Electronica, ropa, pinturas,

cosmeéticos, bactericidas,
biofungicidas, en la industria
médico-farmacedltica y

alimentaria (Avalos et al., 2013)

Medicina  (Drake

Hazelwood, 2005)

y

Desinfectante de
fruta,
(Silver, 2003) y agua
(Franco et al., 2010)

vegetales

DN: Dato no disponible
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Cuadro 12.- Concentracion letal LC 5o de la Formalina (36-38% Formaldehido)

parapeces.

Especie LC 50 96 h (ml/L) Referencia

Morone saxatilis 0.01694** Hohreiter y Rigg, 2001
Oncorhynchus mykiss 0.05873** Hohreiter y Rigg, 2001
Salvelinus namaycush 0.04033** Hohreiter y Rigg, 2001
Lepomis macrochirus 0.03916** Hohreiter y Rigg, 2001
Lepomis cyanellus 0.06978** Hohreiter y Rigg, 2001
Ictalurus punctatus 0.02228** Hohreiter y Rigg, 2001
Anguilla rostrata 0.0311** Hohreiter y Rigg, 2001
Pimephales promelas 0.0256** Hohreiter y Rigg, 2001
Ameiurus melas 0.02505** Hohreiter y Rigg, 2001
Micropterus dolomieui 0.05485** Hohreiter y Rigg, 2001
Micropterus salmoides 0.05768 ** Hohreiter y Rigg, 2001
Acipenser oxyrinchus 0.031 Kim y Farrel, 2002
Sphoeroides annulatus 0.079 (72h) Fajer et al.,2003
Poecilia reticulata 0.097-0.103 Dolezelova et al., 2009
Danio rerio 0.117-0.123 Dolezelova et al., 2009
Clarias gariepinus. 0.1122 Ayuba et al., 2013

** Promedio de toxicidades agudas reportadas para la especie
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Cuadro 13.- Concentracion letal LCsodel Cloruro de sodio para peces.

Especie Respuesta (g/L) Referencia

LCso :96 hr
Acipenser 9.735 (Juveniles) Kim y Farrel, 2002
oxyrinchus

Pylodictis olivaris

100 (Juveniles)

Bringolt et al., 2005

Metynnis orinocensis

10.5 (Juveniles)

10.8 (Adultos)

Velascoy Cruz, 2008

Poecilia reticulata

21.69 (Adultos)

Dolezelova et al., 2009

Danio rerio

10.39 (Adultos)

Dolezelova et al., 2009

Labeo rohita

Huevo: 0.0032

Alevines: 5.206

Mallick et al., 2016
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