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Evaluacion de genotoxicidad a través de la frecuencia de Micronucleos en eritrocitos
de Piaractus mesopotamicus (pacues) expuestos in vivo a nanoparticulas de plata
Assessment of genotoxicity by Micronucleus frequency in Piaractus mesopotamicus
erythrocytes exposed to silver nanoparticles in vivo
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Resumen. El uso creciente de nanomateriales en productos industriales y de consumo ha incrementado la preocupacién mundial
respecto a sus posibles efectos adversos en los sistemas biolégicos. Como consecuencia de la falta de un marco legislativo y la
ausencia de un consenso sobre los protocolos experimentales, las investigaciones ecotoxicolégicas se llevan a cabo a un ritmo
mucho mas lento que la produccién de nuevas nanoparticulas. Por esta razén, existe una necesidad creciente de realizar estudios
que aporten conocimiento sobre el riesgo de estos contaminantes emergentes de propiedades Unicas. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la frecuencia de micronucleos (FMN) en eritrocitos de ejemplares juveniles de pacu (Piaractus mesopotami-
cus) expuestos a nanoparticulas de plata (Nano-Ag) a las concentraciones de 0 pg-L" (control); 2,5 pg-L"; 10 pg-L'; y 25 pg-L 7,
durante 24 horas. Se observé que la FMN se incrementé significativamente (p<0,01) en la concentraciéon de 25 pg-L-1, mientras
que no hubo diferencias significativas entre los grupos expuestos a 2,5y 10 uyg-L" y el control. Estos resultados sugieren que
los eventos aneugénicos o clastogénicos podrian representar un posible mecanismo de toxicidad de Nano-Ag en esta especie.
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Abstract. The growing use of nanomaterials in consumer and industrial products has aroused global concern about possible
adverse effects on biological systems. Due to the lack of a regulation framework and the absence of a consensus on the ex-
perimental protocols, ecotoxicological investigations are carried out much slower than the production of new nanoparticles. For
this reason, there is a growing need for studies that provide knowledge about the risk of these emerging contaminants of unique
properties. The objective of the present study was to evaluate the frequency of micronuclei (FMN) in erythrocytes of juvenile Pi-
aractus mesopotamicus exposed to silver nanoparticles (nano-Ag; Nanotek SA) at concentrations of 0 pg-L™" (control); 2.5 pg-L™;
10 pg-L"; and 25 pg-L", for 24 hours (n = 10 per treatment). The FMN show a significant increase (p <0.01) in fish exposed to 25
pg-L ' of Nano-Ag, while there were no significant differences among the groups exposed to 2.5 and 10 pg-L™" with the control.
These results suggest that the aneugenics or clastogenics events may represent a possible mechanism of toxicity of Nano-Ag in
this specie.
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Introduccion

El uso creciente de nanomateriales (NM) en
productos industriales y de consumo ha incre-
mentado la preocupacién mundial respecto a
sus posibles efectos adversos en los sistemas
biolégicos (Savolainen y col. 2010). Como con-
secuencia de la falta de un marco legislativo y
la ausencia de un consenso sobre los proto-
colos experimentales, las investigaciones eco-

toxicoldgicas se llevan a cabo a un ritmo mu-
cho mas lento que la produccién de nuevas na-
noparticulas. Por esta razén, existe una necesi-
dad creciente de realizar estudios que aporten
conocimiento sobre el riesgo de estos conta-
minantes emergentes de propiedades Unicas
(Dhawan y Sharma 2010). Si bien las perspec-
tivas de utilidad de los NM en areas como la
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medicina y la energética son prometedoras, las
propiedades que los hacen atractivos también
contribuyen a su perfil toxicolégico (Landsiedel
y col. 2009).

Entre los NM mas prometedores con propieda-
des antibacterianas se encuentran las Nano-
particulas de plata (Nano-Ag), que exhiben una
mayor actividad quimica debido a su relacion
superficie-volumen y estructura cristalografica
(Flower y col. 2012). Sin embargo, el rapido in-
cremento en la produccién de estas nanoparti-
culas ha derivado en un aumento potencial de
la exposicion del hombre y el medio ambiente
(Chen y Schluesener 2008). A pesar de su uso
generalizado, hay datos limitados sobre la se-
guridad, toxicologia y vias posibles de exposi-
cién a Nano-Ag, siendo aln menos NUMerosos
los trabajos que investigan su posible interac-
cion con el ADN. Se han propuesto una varie-
dad de mecanismos para explicar la toxicidad
de Nano-Ag, incluyendo la interaccién con las
membranas celulares (Sondi y Salopek-Sondi
2004; Morones y col. 2005), citotoxicidad (Bra-
ydich-Stolle y col. 2005, Chae y col. 2009; Taju
y col. 2013), apoptosis (Hsin y col. 2008; Choi
y col. 2010), induccién de especies reactivas
del oxigeno (EROS) (He y col. 2012; Van Aerle
y col. 2013) y la interaccién de los iones Ag+
con las proteinas y/o enzimas celulares (Mat-
sumura y col. 2003; Morones y col. 2005; Choi
y col. 2009).

Debido a sus caracteristicas fisico-quimicas,
los NM pueden tener propiedades genotodxi-
cas impredecibles. Pueden causar dafos en
el ADN indirectamente, mediante la promocién
de estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria.
Alternativamente, al ser suficientemente pe-
quenas, pueden atravesar las membranas ce-
lulares y tener acceso al nucleo, donde pueden
interactuar directamente con el ADN, causando
dafo a la molécula (Singh y col. 2009).

Los efectos genotédxicos de los contaminantes
pueden ser monitoreados utilizando el Ensa-
yo de micronucleos (MN), siendo éste una de
las pruebas mas ampliamente utilizadas en las
evaluaciones genotodxicas debido a la sensibili-
dad en la deteccion de dafo en el material ge-
nético y su rapida realizacion (Cavas y Kénen
2007). Por su parte, el ensayo de MN ha sido
ampliamente utilizado en peces para evaluar el
dafio al ADN generado por contaminantes en
el agua, tanto en condiciones de laboratorio
como a campo (Al-Sabti y Metcalfe 1995; Mi-
nissi y col. 1996; Hayashi y col. 1998).

La utilizacién de peces como bioindicadores

puede ayudar a detectar posibles problemas
en el medio ambiente. Resultados obtenidos
en ensayos con peces pueden ser Utiles para la
evaluacion de los posibles efectos en la salud
de otros organismos de sustancias potencial-
mente toxicas presentes en el medio ambiente
(Matsumoto y col. 2006).

Piaractus mesopotamicus (Pisces, Characidae)
es un pez sudamericano, ampliamente utiliza-
do en el cultivo de peces debido a su facil ma-
nejo y buena velocidad de crecimiento (Jomori
y col. 2003). Se lo encuentra naturalmente en
aguas continentales de Argentina y paises limi-
trofes de la Cuenca del Plata, que comprende
los rios Parana, Paraguay y Uruguay (Ringuelet
y col. 1967; Agostinho y col. 1997; Bechara y
col. 1997; Hahn y col. 1997).

El objetivo de este trabajo fue evaluar median-
te el Test de MN las posibles modificaciones en
el material genético de los eritrocitos de P. me-
sopotamicus causado por la exposicién in vivo
a nanoparticulas de plata.

Materiales y métodos

Se obtuvieron 40 ejemplares juveniles de pa-
cu (Piaractus mesopotamicus) con una longi-
tud estandar promedio de 8,1 + 0,5 cm y un
peso promedio de 23,9 + 4,4 g de una granja
de piscicultura local. Con el propdsito de lo-
grar su aclimatacion, los peces se colocaron
en tanques de 150 litros con agua declorada
durante dos semanas. Se los alimenté una
vez al dia con pellets comerciales secos. La
alimentacioén fue suspendida 24 horas antes
del comienzo de las pruebas. Los juveniles
fueron expuestos a una solucién coloidal de
Nano-Ag (Nanotek S.A.) a las concentraciones
de 0 pg-L™ (control); 2,5 pg-L"; 10 ug-L-" y 25
pg-L'. Luego de 24 horas de exposicion, los
ejemplares (n=10 por tratamiento) fueron sa-
crificados, extrayéndose sangre para analizar
la Frecuencia de MN (FMN).

La caracterizacion de las nanoparticulas de
plata se llevoé a cabo a través de microscopia
electrénica de transmisién. Las imagenes ob-
tenidas a partir de una suspension acuosa del
producto mostraron particulas de forma esféri-
ca de un tamano entre 20 y 25 nm (Figura 1). A
través de espectrofotometria de absorcion até-
mica, se constato la entrada y acumulacion de
plata total en higado, cerebro y branquias de
los peces expuestos a todas las concentracio-
nes de Nano-Ag (Bacchetta y col. 2014).

La FMN se llevé a cabo de acuerdo a la técnica
descripta por Koppe-Grisolia y Torres-Cordeiro
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Figura 1. Imagen de microscopio
electronico de Nano-Ag (Nanotek S.A.).

(2000). Cada muestra se realizé por duplicado.
Los extendidos fijados fueron tefidos durante
10 minutos con Giemsa en una dilucion 1:10,
centrifugada y filtrada previamente para reducir
la presencia de grumos de colorante, que pu-
dieran interferir en la identificacion de los MN.
Por cada ejemplar se analizaron 1000 célu-
las (500 de cada preparado) bajo microscopio
6ptico con una magnificacién de 1000X y se
registré la FMN, definida como la cantidad de
células que presentan MN por cada 1000 célu-
las contabilizadas. Los criterios para la identifi-
cacion de los MN fueron los siguientes (Heddle
1973; Koppe-Grisolia 2002):

1) El tamafo del MN debe ser menor que un
tercio del tamafo del nucleo principal.

2) El MN no debe solaparse con el nucleo prin-
cipal y, si esta en contacto con éste, los bor-
des de cada uno deben ser perfectamente
distinguibles.

3) El MN debe poseer el mismo color e intensi-
dad de tincién que el nucleo principal.

Analisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico SPSS 14.0
para Windows. Los datos fueron evaluados en
normalidad mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov y en homogeneidad de varianza me-
diante el test de Levene. Se utilizo el test de
Kruskal Wallis seguido de Mann-Whitney para
comparar FMN entre los grupos expuestos y el
control negativo.

T T T T
Control 2,5 10 25

Hg.L"" de Nano-Ag

Figura 2. Box-Plot de los resultados
obtenidos para la Frecuencia de Micronucleos
/ 1000 eritrocitos de peces expuestos
a diferentes concentraciones de Nano-Ag.

*Diferencia estadisticamente significativa respecto del
control negativo (p<0,01; Test de Mann-Whitney).

Resultados

No se observaron cambios comportamentales
evidentes ni mortalidad en los especimenes
expuestos a las distintas concentraciones de
Nano-Ag. Respecto a los grupos expuestos a
Nano-Ag, se observé que la FMN se incremen-
t6 significativamente (p<0,01) en la concentra-
cion de 25 pg-L" (1,20 + 2,08). Por el contrario,
no hubo diferencia entre los grupos expuestos
a25y 10 pyg-L"' (FMN= 0,52 + 1,64 y 0,90 +
2,85 respectivamente) respecto del grupo con-
trol (FMN= 0,99 + 2,42; p> 0,01; Figura 2).

Discusion

Estudios de laboratorio han informado acerca
de la toxicidad de Nano-Ag para una amplia ga-
ma de organismos. Sin embargo, las concen-
traciones que causan efectos van desde algu-
nos pg-L" hasta mg-L™, lo que refleja que la es-
pecie testeada, tipo de particula y condiciones
de exposicion son determinantes (Griffitt y col.
2008; Wu y Zhou 2013; McShan y col. 2014).
Particularmente, informes anteriores muestran
que las Nano-Ag pueden ser téxicas para los
peces. Farkas y col. (2010) indicaron citotoxi-
cidad en cultivos primarios de hepatocitos de
la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) a
concentraciones de Nano-Ag de aproximada-
mente 20mg/L. En la misma especie, Joo y col.
(2013) indicaron bioacumulacién de plata en hi-
gado, branquias y musculo luego de 14 dias de
exposicion crénica a Nano-Ag.
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Por otro lado, Giriffitt y col. (2013) han inves-
tigado la exposicidon crénica a Nano-Ag en el
pez cebra (Danio rerio), analizando alteracio-
nes en la carga tisular, la morfologia general
de las branquias, y los perfiles de expresion
génica global. Los autores reportaron que las
Nano-Ag que se acumulan en las branquias
no parecen generar alteraciones morfologicas
observables en dicho tejido a nivel microscé-
pico, a las concentraciones y duraciones de
exposicion analizados. Sin embargo, la expo-
sicién y/o acumulacién de Nano-Ag indujeron
alteraciones dramaticas en los perfiles globa-
les de transcripcidon de genes en las branquias
expuestas. Estos resultados fueron similares a
los presentados anteriormente por los mismos
investigadores en una exposicion aguda (48hs)
(Griffitt y col. 2009).

Investigaciones llevadas a cabo en salmoéni-
dos demuestran que las células de peces tie-
nen una baja capacidad de reparacién del ADN
dafado y que debido a sus condiciones parti-
culares de habitat, son muchos mas sensibles
a dafnos genotdxicos producidos por contami-
nantes acuaticos que las células de anfibios,
aves y mamiferos (Edwards y col. 1986). En el
presente estudio, se observé un aumento sig-
nificativo en la FMN para la concentracion mas
alta (25 pg-L7). Kimy col. (2013) llevaron a cabo
el Ensayo Cometay el test de MN para evaluar
la genotoxicidad de Nano-Ag en células CHO-
K1, y reportaron que Nano-Ag estimula la rotura
del ADN y la formacién de MN en forma depen-
diente de la dosis. Sin embargo, en una intensa
busqueda bibliografica, no se han encontrado
hasta el momento informes que utilicen la FMN
en peces expuestos in vivo a Nano-Ag.

Estos resultados sugieren que la FMN permite
detectar precozmente (24 hs) efectos genotoéxi-
cos y que los eventos aneugénicos o clasto-
génicos podrian representar un posible meca-
nismo de toxicidad de Nano-Ag en la especie
estudiada.
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