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RESUMEN

Las nanoparticulas de plata se utilizan ampliamente, en parte, por su actividad
antibacteriana. Sin embargo, debido a su tamafio nanométrico, éstas no pueden ser
retenidas por los filtros de aguas residuales por ende llegan al medio acuatico; lo que
podria afectar a microorganismos de las cadenas alimentarias iniciales como las
microalgas. El proposito de este estudio fue dilucidar los efectos citotdxicos de las
AgNPs (3-7 nm) en Chlorella vulgaris ex situ. La sintesis de nanoparticulas de plata
se realiz6 mediante reduccion quimica de nitrato de plata; se caracterizaron por
Microscopia Electrénica de Transmision. C. vulgaris, recolectada del lago de Chapala,
Jalisco, México, fue cultivada en medio Bristol expuestas a diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata (0.01, 0.1 y 1 mg/L) durante 24 horas. Se
determind un importante efecto citotoxico en C. vulgaris expuestas a las
nanoparticulas de plata, manifestado por disminucién en el contenido de Clorofila a,
cambios morfoldgicos, perforaciones prominentes en las paredes celulares mediante
microscopia electronica de barrido, disminucion importante del contenido de lipidos y
generacion de estrés oxidativo, correspondiente a la concentracion de nanoparticulas.

PALABRAS CLAVE:

Plata; Nanoparticulas; Clorella-vulgaris; citotoxicidad, Estrés oxidativo.
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ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNPs) are widely used due to their antibacterial activity.
However, due to their nanometric size, they cannot be retained by wastewater filters and
thus reach aquatic environments, which could affect microorganisms in the initial food
chains, such as microalgae. This study aimed to elucidate the cytotoxic effects of AgNPs (3-
7 nm) on Chlorella vulgaris ex situ. The AgNP synthesis was carried out through chemical
reduction of silver nitrate and characterized by Transmission Electron Microscopy. C.
vulgaris, collected from Chapala Lake, Jalisco, Mexico, was cultured in Bristol medium and
exposed to different concentrations of silver nanoparticles (0.01, 0.1, and 1 mg/L) for 24
hours. A significant cytotoxic effect was observed in C. vulgaris exposed to silver
nanoparticles, manifested by a decrease in chlorophyll-a content, morphological changes,
prominent perforations in cell walls followed by Scanning Electron Microscopy (SEM), a
significant lipid content reduction, and generation of oxidative stress, corresponding to the
concentration of nanoparticles.

KEYWORDS
Silver; Nanoparticles; Chlorella vulgaris; cytotoxicity; oxidative-stress.

Introduccién

Los avances de la nanotecnologia, genera aumento en las aplicaciones de los
nanomateriales en todos los campos de la ciencia y la tecnologia, lo anterior debido
a sus propiedades fisico-quimicas. Asi, el incremento en el uso de las nanoparticulas
conduce a su liberacion en el ambiente y pueden ejercer efectos nocivos. Las
nanoparticulas metalicas son conjuntos ordenados de atomos con un diametro que
oscila entre 1 y 100 nm. Actualmente existe una gran demanda de nanomateriales
utilizados en diferentes productos, donde las nanoparticulas de plata (AgNPs) por su
potencial efecto antibacteriano tienen una variedad de aplicaciones (Helmlinger et al.,
2016), como en la industria de detergentes, cosméticos, farmacéutica, alimentaria,
electrénica, textiles y pinturas. Estos nanomateriales se han utilizado en actividades
agricolas como pesticidas o fertilizantes. (Anand & Bhagat, 2019) Esta situacion ha
provocado que ahora estén disponibles alrededor de 1300 productos asociados a
nanoparticulas (el 24 % de los productos contienen AgNPs). La Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) indica que el 50 % de los productos biocidas
que contienen plata registrados probablemente contengan AgNP. Por otro lado, cada
afio se producen alrededor de 230 toneladas de AgNP en paises europeos (Pham,
2019). En 2012, la produccion mundial de AgNP fue de aproximadamente 60
toneladas y alcanzara las 900 toneladas en 2025 (Zhou et al., 2023). La concentracién
de AgNP en el agua esté aproximadamente en el rango de 1.27 a 2.89 pg/Lx| (Cao et
al., 2019)

Respecto a la actividad antimicrobiana de las AgNPs, se han propuesto varios
mecanismos de accién, por ejemplo, la generacién de radicales libres que alteran
estructuras bioldégicas como membranas celulares, acidos nucleicos y proteinas. Otro
mecanismo es por la unién de nanoparticulas o iones de plata a grupos tiol en
proteinas comprometiendo su actividad. Ademas, la quelacién de micronutrientes,
como fosforo y carbono altera la sintesis de la membrana. Aparentemente, las
acciones mencionadas anteriormente dependen de la presencia de Ag* o AgNP, y se
ha demostrado que la ionizacion depende de la presencia de oxigeno y las
nanoparticulas de menor tamafio son mas susceptibles a la ionizacion que las
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nanoparticulas grandes. (Helmlinger et al., 2016; Meroni et al., 2020; Nguyen et al.,
2021; Pal et al., 2007)

La alta demanda en la produccién y eliminacion de nanoparticulas, ademés de su
gran superficie y movilidad, han aumentado el interés por su comportamiento e
impacto en el medio natural y en particular la interaccién y toxicidad para los
organismos acuaticos. (Courtois et al., 2019; Giese et al., 2018) Varios estudios han
demostrado que la toxicidad intrinseca de las AgNP depende de varios factores como
el tamafio, la forma, el area superficial, la carga superficial, la solubilidad y el estado
de aglomeracion, entre otros. (Romero et al., 2020)

Como principal productor primario, las algas juegan un papel crucial en el equilibrio
ambiental de los cuerpos de agua, particularmente las algas verdes o clorofitas son
un componente importante de estos ecosistemas acuaticos y uno de los
microorganismos mas representativos es Chlorella vulgaris por ser el méas abundante
y comercialmente importante en la salud o fuente de combustible. (Deng et al., 2022)
Ademas de ser una de las especies mas representativas e indicadoras de dafio a los
ecosistemas acuaticos (Choi & Hu, 2008; Das et al., 2014), por otro lado, las
microalgas pueden ser una fuente importante de antioxidantes naturales como
alternativa a las plantas superiores para la produccion de varios componentes
quimicos beneficiosos para la salud humana (Das et al., 2014; Dash et al., 2012;
Hernandez-Pérez & Labbé, 2014; Hiriart-Baer et al., 2006). El objetivo de este estudio
fue determinar las alteraciones morfolégicas y oxidativas de Chlorella vulgaris
expuesta a AgNPs.

Material y Métodos
Sintesis y caracterizacion de AgNP.

Se sintetizaron nanoparticulas de plata disolviendo AgNOs (0.1 g) en 100 ml de
etanol y 1 g de polivinilpirrolidona (PVP) como estabilizador (1:10) y un equivalente
de virutas metalicas de magnesio. La solucion se sometié a reflujo (363 K) con
agitacién durante un periodo de 12 h. La caracterizacién se realiz6 mediante
espectrofotometria Ultravioleta-Visible (UV-Vis) en un espectrofotémetro Varian®
Cary 300 con un rango espectral de 200-900nm. Posteriormente para el analisis
mediante Microscopia Electrénica de Transmision de Alta Resolucion (HR-TEM), las
muestras (0.5 ml de solucién 5.224x10° M Ag®) se disolvieron en concentrado de
isopropanol (2 ml), luego se depositaron sobre rejillas de malla 300 y se secaron;
finalmente, fueron analizados por HR-TEM en un microscopio TECNAI F30 operando
a 3000kV.

Cultivo de Chlorella vulgaris

C. vulgaris se obtuvo del lago de Chapala, Jalisco, México mediante una red de
arrastre de plancton a un metro de profundidad, luego se aisl6 mediante cultivos
seriados y se mantuvo en condiciones de laboratorio, con luz blanca continua y
temperatura de 25 = 1 °C, en caldo Bristol como medio de cultivo. Una vez alcanzado
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el crecimiento exponencial (1x10° células m/L, aproximadamente), C. vulgaris se
sometio a tratamientos: control negativo y tratamiento con AgNPs a concentraciones
de 0.01, 0.1 y 1.0 mg/L; se incubaron en condiciones ambientales del laboratorio en
agitacion constante (120 rpm). Los experimentos se realizaron por triplicado durante
24 h para determinar las alteraciones de C. vulgaris por AGNP. Concomitantemente,
en todos los tratamientos se determind la densidad celular mediante conteo
microscopico a las 24, 48, 72 y 96 h utilizando un hematocitémetro Neubauer. Los
parametros cinéticos de crecimiento se calcularon a partir de los datos de densidad
celular

Determinacion de clorofila-a

La determinacion de clorofila-a se realizé en muestras que fueron filtradas con filtro
GF/F de poros de 45 pm y 25 mm. El filtro se mantuvo en refrigeracion y protegido de
la luz en tubos con acetona (90 %), para su extraccion. Posteriormente las muestras
fueron centrifugadas a 4500 rpm durante 15 minutos y finalmente lecturas a 664, 647
y 630 nm en espectrofotometro Hach DR 2010.

Alteraciones morfolégicas

Para el analisis SEM, las muestras se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos
para eliminar el medio de cultivo y se enjuagaron con agua baja en sales.
Posteriormente, las muestras se fijaron en una solucion de glutaraldehido al 2.5 %
durante 2 horas. Se centrifugaron nuevamente 1 minuto a 1000 rpm para eliminar la
solucion fijadora y se lavaron dos veces con agua destilada. Los sedimentos se
dividieron en pequefias alicuotas para colocarlas sobre una cinta de carbén y una
camara de gel de silice. Este se mantuvo en una camara de secado de gel de silice y
finalmente las muestras se recubrieron con oro (99.9 % de pureza) mediante la
técnica de pulverizacion catédica. Fueron observados y analizados en el microscopio
electrénico de barrido JSM-6610 LV (Jeol®). Para la determinacién del tamafio y
cambios de morfologia se seleccionaron aproximadamente 50 células de cada
tratamiento.

Estrés oxidativo y contenido de lipidos neutros.

La determinacion de ROS se realiz6 mediante la sonda fluorescente diacetato 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA). Brevemente, células de algas (10 mL) fueron
lavadas por centrifugacion; el sedimento de cada tratamiento se mezcl6 en 100 pL de
caldo Bristol. Posteriormente, se agregaron 250 pL de la mezcla de sonda de reaccion
compuesta por sonda H.DCFDA, etanol y PBS (10 puM, 10 pL y 10 mL
respectivamente); y se incubd 1 h a 25 °C. La fluorescencia se determin6 a 450 nm
(longitud de excitacion) y de emision de 595 nm en el lector de microplacas Synergy
HT y el software Gen 5 2.0v, Biotek®. Para obtener el indice de formacion de
ROS/numero de células, se contaron las células mediante observacion microscépica
de células vivas en una camara de Neubauer, luego se divide la formacién de
ROS/numero de células.
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La  cuantificacion de lipidos neutros  se realiz6 mezclando
3 uL del colorante Rojo Nilo (5 uM) con 290 uL de DMSO
(20 %) en 5 mL de microalgas cultivadas; se agitaron con vortex (120 rpm) y se incuba
a 40 °C durante 10 min. Se colocaron 200 puL de esta mezcla individualmente en
microplaca de 96 pocillos Las emisiones de fluorescencia se determinaron a
longitudes de onda de excitacidn-emision de 530-575 nm. Este ensayo se realizd
mediante 3 réplicas de cada tratamiento. (Chen et al., 2009; Elsey et al., 2007)

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar las diferencias
significativas (p < 0.05) en los grupos de tratamientos de C. vulgaris. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante el software SPSS 20v.

Resultados y Discusion

Caracterizacion de AgNP

Durante la caracterizacion por espectrofotometria UV-Visible. las AgNPs
sintetizadas mostraron un pico maximo de absorbancia a 420 nm, esto
correspondiente a la presencia de plata (datos no mostrados), asi como la forma
esférica y el tamafio de particula de 3-10 nm analizados por HR-TEM, donde los
tamafios més representativos fueron 3 y 7 nanémetros (Figura 1a, 1b).

La razon principal por la que las AgNP tienen propiedades diferentes a las de los
materiales de mayor escala y las microparticulas, es porque en el estado de
nanoparticulas tiene una relacién masa-superficie relativamente grande debido al alto
ndmero de particulas por unidad de masa en sus preparaciones y puede penetrar
facilmente en la pared celular y alterar biomoléculas internas. (Shanab et al., 2019)
Esta condicién podria afectar la reactividad quimica de las biomoléculas y tener
consecuencias nocivas para las comunidades ecolégicas. La regulacion de seguridad
biol6gica en algunos paises es controvertida y las consecuencias ecoldgicas con
respecto al uso de nanoparticulas no se ha documentado completamente. En este
sentido, se espera que un nimero cada vez mayor de AgNP ingresen a los
ecosistemas acuéticos donde sus efectos sobre las comunidades naturales de
fitoplancton aun no son dilucidados, con riesgos potenciales en niveles tréficos mas
bajos y alteracion de la funcién del ecosistema. (Deng et al., 2022)

Es conocido ampliamente que las nanoparticulas de menos de 10 nm pueden
alterar directamente la permeabilidad celular, ingresar a las células bacterianas y
causar dafio celular. La influencia de la formay el tamafio de las particulas se describe
por la liberacion de iones de plata, explicada por la ecuacion de Ostwald-Freundlich,
donde las AgNP pequefias con forma esférica o cuasi esférica tienen mayor
probabilidad de liberar plata debido a su mayor superficie de contacto. (Yin et al.,
2020)
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Ensayo de toxicidad

En el presente estudio, mostramos efectos toxicos de las AgNP en el crecimiento
de C. vulgaris en funcion de la dosis y el tiempo;
un efecto letal potencial en C.
vulgaris con el uso de AgNP con tamafio de 7 nm y concentracion de AgNP de 1 ppm
(96 h de exposicion) y a una concentracion de 10 ppm, las algas estan completamente
muertas después de 48 h de exposicion ha sido reportado (Phuong Hong Lam, 2020).
La cinética de crecimiento de C. vulgaris expuesta a AgQNP tuvo un impacto importante
segln el tiempo de exposicion, siendo méas agresiva a una concentracion de 0,1 mg/L
(Figura 2a). Los efectos toxicos de las AgNP en el crecimiento de C. vulgaris
dependieron de la dosis (Figura 2b), segun lo determinado por el contenido de
pigmento clorofila-a, donde se observo un efecto importante y significativo después
de la exposicion a las AgNP, principalmente en las dos concentraciones mas altas de
AgNP - (01 y 1 mglL, p < 005). De manera similar, se
documentd un efecto fuertemente toxico dependiente de la dosis y del tiempo
expresado por la cinética de crecimiento y el metabolismo celular en AgNPs de C.
vulgaris expuestas (46.8 nm) a concentraciones de 90-1440 pl/L. (Romero et al.,
2020)

Otro estudio indica que, a concentraciones
superiores a 12,5 pg/mL existen efectos tdxicos de las AgNPs, sin depender de una
morfologia particular; ademas, las particulas con una mayor superficie (esféricas)
son més toéxicas en las bacterias que en las células mesenguimales, lo que sugiere
que los Ag* son predominantemente toxicos en las especies bacterianas. (Helmlinger
et al., 2016)

Una disminucion similar en el contenido de clorofila a (51 %) después de 24 h de
exposicion a AgNP con un diametro de 50 nm (10 mg/L, respectivamente) ha sido
reportada. Nuestros resultados indicaron una disminucion significativa del 8 %, 55 %
y 95 % (24 h) en los niveles de clorofila-a después del tratamiento con 0,01, 0,1y 1
mg/L de AgNP (tamafio de 5 a 7 nm), respectivamente. (Burczyk & Hesse, 1981;
Oukarroum et al., 2012) Por el contrario, otros articulos mostraron el efecto de AgNPs
de mayor tamafio (50 nm) en C. vulgaris obteniendo resultados en la viabilidad celular
relacionada con el incremento en las concentraciones de AgNPs, a efectos
fisioloégicos subletales y a concentraciones de 0, 10, 50, 100, y 200 mg/L durante 8
dias de exposicion que los utilizados en el estudio real. (Abd-El-Baky-& El-baroty,
2013:-Amal et al., 2013; Baky & El-Baroty, 2013) En un estudio, los efectos de las
AgNP (tamafio de 10 nm, 1, 5y 10 pg/L) sobre el crecimiento del fitoplancton
(contenido de clorofila) a diferentes niveles de suministro de fésforo (durante 72 h) se
reporto una disminucion sustancial en el nivel de clorofila relacionada con el aumento
de las concentraciones de AgNP y mostré un lento crecimiento del fitoplancton con
respecto a un grupo de control. (Panahi et al., 2013) Los efectos tdxicos mas graves
observados en el contenido de clorofila-a por las AgNP, en nuestros experimentos
actuales (tratamientos intermedios y altos), se asocian principalmente con el pequefio
tamafio de las nanoparticulas, como se hainformado en estudios similares (Ayyappan
et al.,, 1997; Panahi et al—., 2013; Perreault et al., 2012), pero el efecto toxico fue
menos pronunciado con nanoparticulas mas grandes (Burczyk & Hesse, 1981;
Romero et al., 2020).
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Existe una estrecha relacion entre el tamafio de particula y su actividad, ya que
depende de las condiciones ambientales y de la capacidad de ionizacion de la plata,
donde las AgQNP mas pequefias se ionizan mas rapido que las mas grandes, haciendo
que la toxicidad de los iones de plata sea mas elevada (Martinez-Castafién et al.,

2008; Sotiriou & Pratsinis, 2011). Por otro lado, | Comentado [RB1]: Debe citar este autor como lo ha
hecho en el resto del documento

las morfologias esféricas tienen biocompatibilidad y presentan menor toxicidad

en comparacion con los bastones o tridngulos en las células oculares, lo anterior
debido a un menor dafio genético (presencia de DNA de cometa), generacion gradual
de ROS y una fuerte internacionalizacion de nanoparticulas (anisotropia). (Nguyen
2021) con estos aportes podemos mencionar que las nanoesferas
tienen la capacidad de unirse a la membrana de las microalgas y asi penetrar
gradualmente en las células, para no “golpear”, sino generar poros y provocar un
desequilibrio en la membrana, lo que podria inducir la liberacion de clorofila a vy,
posteriormente, la muerte celular.

Alteraciones morfoldgicas

C. vulgaris puede crecer en condiciones heterotroficas y mixotréficas exhibiendo
morfologias celulares esferoidales de 2 a 15 ym de diametro. (Romero et al., 2020)
En el analisis SEM, las células de algas de control mostraron un tamafo de 7,9 um
aproximadamente, con formas relativamente redondas y superficies lisas (Figura 3).
Respecto al tamafio celular, se observd una diferencia significativa durante los
tratamientos, principalmente a una concentracion de 0,1 mg/L (tamafio 7,0 ym). Las
nanoparticulas de plata tuvieron severos impactos en la pared de la microalga, con
una importante presencia de poros en la superficie celular después exposicion con
nanoparticulas. Curiosamente, las concentraciones mas altas de AgNPs (0.1 y 1
mg/L) mostraron los efectos nocivos mas visibles en las células, manifestados por
surcos prominentes y una morfologia altamente distorsionada.

En el analisis SEM se observaron varios dafos significativos en la morfologia de
C. vulgaris, como se observd en otros estudios de Chlorophyta filamentosa.
(Seyfabadi et al., 2010); cambios muy similares a los
nuestros (perforaciones en la pared celular) han sido reportados al exponer cepas de

C. pyrenoidosa y Daphnia magna al verde de malaquita (un colorante utilizado en la [con formato: Fuente: Cursiva

industria  alimentaria), y también cambios significativos a nivel genético.

(Kanhere et al., 2014) La rigidez de la pared celular conserva la integridad de la célula [c°" formato: Fuente: Cursiva

y puede conferir una ventaja evolutiva al ofrecer una proteccion estable contra
invasores y entornos hostiles. La pared celular varia en cada fase de crecimiento,
segun las condiciones ambientales; las células hijas contienen una capa microfibrilar
similar al quitosano compuesta de glucosamina (lo que explica su rigidez) y por la
presencia de una capa de esporopollenina (Das et al., 2014; Turner et al., 2012; van
Beelen et al.,2009). El dafio toxico a C. vulgaris podria ser el resultado de la
acumulacion de AgNP dentro de las células, la fijacion a las paredes celulares, la
proteccién fisica de la luz necesaria para el crecimiento de las algas por las
nanoparticulas (recubrimiento de la superficie) que dificultan la fotosintesis, o por la
quelacion de varios elementos como P y C, necesarios para el crecimiento de C.
vulgaris, especialmente para la formacion de membranas de cloroplastos que constan
de una bicapa de fosfolipidos (Das et al., 2014).
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Algunos de los mecanismos propuestos para
explicar la ruptura de la membrana, destacan: a) ruptura de la pared y membrana
bacteriana por iones de plata (Ag*); b) desnaturalizacion de los ribosomas; c) ruptura
de produccion de ATP; d) ruptura de membrana por produccién de ROS; e)
interferencia con la replicacion del ADN; f) desnaturalizacion de la membrana por
AgNPs y g) perforacion de la membrana por AgNPs; lo cual se explica con la adhesién
de AgNPs que atraviesan la membrana citoplasmética generando la liberacion o
salida de organulos y eventualmente la lisis celular. (Yin, 2020) En nuestros
resultados (Figura 3), podemos ver este Ultimo mecanismo, mediante la generacion
de “poros” que pueden producirse por la presencia de AQNP adheridas a la membrana
de la microalga.

Estrés oxidativo y contenido de lipidos neutros.

En la actualidad, se cree que el estrés oxidativo es el principal mecanismo de
toxicidad de los nanomateriales diseflados. En nuestro estudio, el indice
ROS/Numero de células aumenté de manera dosis dependiente en respuesta a la
exposicion a AgNPs con respecto al nimero de células (Figura 4a), en estos
resultados observamos una manifestacion importante de generaciéon de radicales
libres a 0.1 mg/L de exposicion a AgNPs.

La tincién con rojo Nilo es un excelente método para la determinacién de lipidos
en microalgas debido a su rapidez, simplicidad y menor biomasa. Como colorante
lipdfilo, el rojo Nilo tiene propiedades espectrales determinadas por la polaridad de su
entorno. Emite fluorescencia intensa en disolventes organicos hidrofébicos y al tener
contacto con cuerpos lipidicos. En nuestro estudio, se observé una disminucion
importante (dependiente de la dosis) en los lipidos neutros (Figura 4b) utilizando
AgNP (tamafio de 3-7 nm).

Como se mencion6 anteriormente, se cree que el estrés oxidativo es el principal
mecanismo de toxicidad de los nanomateriales disefiados. Nuestro andlisis
observamos incrementos en ROS en las tres concentraciones, pero los niveles mas
altos fueron de 0,1 mg/L de exposicion a AgNP. Los mecanismos de esta toxicidad
pueden, a su vez, verse influenciados por el tamafio de las particulas o por la
formacion de ROS (Burczyk & Hesse, 1981; Rodriguez-Garcia & Guil-Guerrero,
2008). La interaccién con ROS podria haber jugado un papel en el presente estudio,
ya que incubamos nuestros cultivos tratados en condiciones de luz natural. Por el
contrario, se ha reportado que estos cambios en ROS podrian
depender del numero de células o cloroplastos (clorofila) y de las actividades de
esterasas y peroxidasas (Safi et al., 2014).

Los seres humanos obtienen acidos grasos poliinsaturados (PUFA) Q-3 a través
de multiples niveles de esta red alimentaria: microalgas, que se utilizan directamente
para productos alimenticios o como alimento para animales; Las microalgas son la
fuente de AGPI Q-3 para diversos consumidores, como rotiferos, copépodos, dafnias
y artemia, que, a su vez, sirven de alimento a las larvas tardias y juveniles de peces
y crustaceos (estos peces luego los transmiten a los consumidores) (Kohen &y Nyska,
2002; Lee, 2011); y el ganado, que se alimenta con alimentos producidos a partir de
diversos organismos de la red alimentaria.
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Como se mencion6 anteriormente, la tinciéon con rojo del Nilo es un método eficaz
para la determinacion de lipidos de microalgas; en soluciones acuosas, la
fluorescencia del rojo del Nilo se apaga por completo y se puede cuantificar facilmente
(Priyanka et al., 2020). En nuestro estudio, se observé una importante disminucion
(dosis dependiente) de los lipidos neutros utilizando AgNP (tamafio de 3-7 nm). Al
contrario de nuestros resultados, en una publicacion se indica un aumento
significativo (87 % a 489 %) en el contenido total de lipidos en las microalgas
expuestas a AgNP (pero con tamafio superior, 46,8 nm) de una manera dependiente
de la concentracion (Romero et al., 2020). Resultados similares reportan
que utilizando 5 mg/L de AgNP (tamafio de 6-12 nm) que promovieron el contenido
de lipidos (14,3 %), pero cuando se elevo la concentracion de AgNP, el contenido de
lipidos se redujo (Shanab et al., 2019).

Todos estos resultados podrian ser favorecidos por varios factores propios de las
nanoparticulas como la forma, el tamafio, la agregacion o la carga superficial; de
manera similar la presencia de oxigeno influye en la liberaciéon de iones Ag*. Varios
estudios han indicado que la liberacion de iones de plata es méas eficiente en
particulas de plata mas pequefias, lo que lleva a una mayor toxicidad.
Se ha propuesto una importante participacion de la
adsorcion de AgNPs (5nm) y los iones de plata liberados en la superficie celular
(efectos de sinergia) (Zouzelka et al., 2016), lo mismo ocurre con la superficie
especifica (Martinez-Castafion et al.,, 2008; Sotiriou & Pratsinis, 2011).
Aparentemente existe una fuerte correlacion entre la cinética de disolucién/area de
superficie especifica en nanoparticulas de plata. Las nanoparticulas de plata con una
superficie especifica mas pequefia se disuelven menos que aquellas con una
superficie especifica mas alta, lo que lleva a suponer que la oxidacion de Ag a Ag*,
en la superficie de la particula, es el paso determinante de la velocidad de disolucién
(Helmlinger et al., 2016).

La citotoxicidad de AgNPs/Arcilla en bacterias mediada Comentado [RB2]: No esté en referencias, y la cita no
por la pared celular_ha sido publicada, estimulando la sefial citotéxica mediante un tiene afio de publicacion

soporte similar a una placa e indican que altas concentraciones de AgNPs en cada
unidad de silicato pueden alterar la integridad de la membrana, aumentar la
produccién intracelular de ROS, e inactivar el metabolismo dependiente de energia.
(Su, 2009) En nuestro estudio practicamente no existe diferencia significativa en la
generacion de ROS intracelulares (Figura 4), sin embargo, la produccién de ROS fue
suficiente para producir alteraciones en la membrana e interferir en la generacion de
ATP con el eflujo de clorofila a (Figura 2b).
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Figura 1. Caracterizacién de AgNPs. En a) rango de tamafios de particulas y en b)
Microfotografias por HR-TEM.
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Figura 3. Alteraciones morfologicas de C. vulgaris. Analisis de C. vulgaris por SEM
expuestas a AgNPs
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Figura 4. Impacto bioquimico de las AgNPS. A) Indice ROS/namero de células y en b)
Contenido de lipidos neutros de C. vulgaris expuestos a diferentes concentraciones de AgNPs.

Conclusiones

Concluimos que las AgNP se acumulan en la pared celular de C. vulgaris. Esta
acumulacion de nanoparticulas permite la liberacion de iones Ag*, induciendo estrés
oxidativo en la pared celular, produciendo un pequefio poro, de aproximadamente 0,5
pm de diametro, en la pared celular, como se muestra en la imagen SEM. Finalmente,
los efectos de las AgNP en la microalga C. vulgaris dafian de manera inespecifica la
clorofila-a y la morfologia de sus paredes. Es importante continuar estudiando los
efectos de las NP en los organismos, ya que se desconoce su comportamiento y
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biodisponibilidad en los ecosistemas, asi como su persistencia y potencial impacto
por bioacumulacioén en las cadenas alimentarias.
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