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Resumenes

o Los fragmentos de pico del SARS-CoV-2 afectan la salud de P.
adultos reticulata.

o Los peces expuestos a fragmentos de Spike presentan aumento de la
alteracién nuclear eritrocitica.

o El dafio eritrocitario en el ADN es inducido por fragmentos de Spike
de SARS-CoV-2 en P. reticulata.

o Los péptidos PSPD-2002 inducen estrés oxidativo en P. adultos
reticulata.

Abstracto

La identificacion de particulas de SARS-CoV-2 en aguas residuales y
ecosistemas de agua dulce ha suscitado preocupacion por sus posibles

impactos en organismos acuaticos no objetivo. En este particular, nuestro
conocimiento de tales impactos sigue siendo limitado, y se ha prestado
poca atencidn a este tema. Por lo tanto, en nuestro estudio, nuestro


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722010804?via%3Dihub#!
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.153988
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/freshwater-ecosystem

objetivo fue evaluar la posible induccion de efectos mutagénicos (a través
de la prueba de microntcleos) y genotoxicos (a través del ensayo de

electroforesis en gel de una sola célula, ensayo de cometa) en de Poecilia
reticulata expuestos a fragmentos de la proteina Spike del nuevo
coronavirus a nivel de 40 pg / L, denominado PSPD-2002. Como
resultado, después de 10 dias de exposicion, hemos encontrado que los
animales expuestos a los péptidos demostraron un aumento en la
frecuencia de alteracion nuclear eritrocitica (ENA) y todos los parametros
evaluados en el ensayo del cometa (longitud de la cola, %ADN en la colay
momento de la cola de olivo), lo que sugiere que los péptidos PSPD-2002
fueron capaces de causar inestabilidad genomica y dafio al ADN de los
eritrocitos. Ademas, estos efectos se correlacionaron significativamente
con el aumento de los procesos de peroxidacion lipidica [inferidos por los
altos niveles de malondialdehido (MDA)] reportados en el cerebro y el
higado de P. reticulata y con la reduccion de la actividad de la superoxido
dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT). Por lo tanto, nuestro estudio
constituye una nueva vision y una investigacién prometedora sobre la
toxicidad asociada con la dispersion de fragmentos de péptidos de SARS-
CoV-2 en_ambientes de agua dulce.
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Pandémicamente, el COVID-19 (Coronavirus Disease-2019), causado por
el SARS-CoV-2 (coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo) ha
promovido impactos globales sin precedentes (Siddique et al., 2021), ya

sea a nivel econdmico (Maital y Barzani, 2020), salud publica (Sarkodie y
Owusu, 2021) y disrupcion social (Viladrich, 2021). ). El Instituto Mundial
de Investigacion en Economia del Desarrollo de la Universidad de las

Naciones Unidas (UNU-WIDER) estima que aproximadamente 500
millones de personas pueden sucumbir a la pobreza como resultado del
nuevo coronavirus (Sumner et al., 2020). Los datos sobre el estado de la

pandemia en el mundo (obtenidos el 10 de enero de 2022) registran mas
de 305 millones de casos confirmados y mas de 5 millones de muertes en
236 paises, areas o territorios (OMS, 2022).

Hasta donde sabemos, la forma clasica de transmision del SARS-CoV-2 es

por via aérea y/o por contacto con personas infectadas (Meyerowitz et

al., 2020; Harrison et al., 2020). Sin embargo, se han investigado otras

formas de transmision del nuevo coronavirus debido a la persistencia del
virus en el medio ambiente durante unas horas / dia. Ademas, una de
estas formas se refiere a la posible contaminacién/transmision a través
de la via fecal-oral o fecal-nasal (Giacobbo et al., 2021). A pesar de que

hay poca informacién concreta sobre el tema, muchos investigadores han
advertido sobre la posibilidad de infeccién a través del contacto directo
con aguas residuales domésticas o agua contaminada (Westhaus et al.,
2021; Gongalves etal., 2021; Albastaki etal., 2021; Paul et al.,

2021; Sangkham, 2021; Baldovin et al., 2021; Sharif etal., 2021; Wu et
al., 2022; Vo et al., 2022), con los aerosoles generados en los sistemas de

bombeo y tratamiento de aguas residuales (Gormley et al., 2020; Usman
et al., 2021); descarga de inodoro (Ali et al., 2021; Suny Han, 2021; Ding
etal,2021; Usman etal, 2021) y también a través de conexiones

defectuosas de desagiies de piso interconectados con la tuberia principal
de edificios / casas (Shietal., 2021).
Independientemente de si estos estudios alin estan inicialmente en

conclusiones epidemiolégicas de aplicaciones practicas definitivas, lo
cierto es que el nuevo coronavirus o sus fragmentos ya han sido
identificados en diferentes sistemas fluviales y, por tanto, constituye una
realidad consolidada (Rimoldi et al., 2020; Guerrero-Latorre et al.,
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2020; Mahlknecht et al., 2021). Como discutieron_Guerrero-Latorre et al.
(2020), en paises con falta de saneamiento basico, la propagacién del

SARS-CoV-2 en ambientes de agua dulce puede ser aun mayor,

considerando, por ejemplo, que en numerosos paises menos del 30% de
las aguas residuales generadas son tratadas antes de ser vertidas a los
arroyos (Rodriguez et al., 2020 ). Como consecuencia, surgen preguntas

de este escenario sobre la medida en que la presencia del nuevo
coronavirus (o sus fragmentos) en las aguas superficiales representa un
riesgo (eco)toxicoldgico para los organismos no objetivo.

Nuestro grupo de investigacion informo6 recientemente algunos efectos
derivados de la exposicidon de anfibios, peces e insectos a distintos
fragmentos de proteinas de la proteina Spike del SARS-CoV-2 (Charlie-
Silva et al., 2021; Mendonca-Gomes et al., 2021; Malafaia et al., 2022).
Inicialmente, desde un enfoque sistémico (incluyendo la sintesis, escisidn,

purificacidn y alineacion de tres fragmentos peptidicos de la proteina
ESPiga del SARS-CoV-2, asi como la exposicién de renacuajos neotropicales de
Physalaemus cuvieri a estos fragmentos) reunimos evidencia que
confirma la toxicidad de los constituyentes virales en el modelo animal
evaluado. El aumento de varios biomarcadores predictivos de estrés
oxidativo y la alteracidn de la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE)
demostrd que la exposicion corta (24 h) a estos péptidos era suficiente
para afectar la salud de los renacuajos (Charlie-Silva et al., 2021). En el

estudio de Mendonca-Gomes et al. (2021), demostramos por primera vez

que la exposicién a corto plazo (48 h) de péptidos PSPD-2002 y PSPD-
2003 (a 40 pg/L) indujo alteraciones en el aparato locomotor y en el
comportamiento olfativo de las larvas de Culex quinquefascitus, que se
asociaron con una mayor produccién de_especies reactivas de oxigeno
(ROS) y actividad AChE. En Malafaia et al. (2022), mostramos que la
exposicidn a los fragmentos peptidicos antes mencionados también

puede alterar el comportamiento de los peces (Poecilia reticulata),
inducir desequilibrio redox, asi como afectar el crecimiento y desarrollo
de los animales. Por lo tanto, estos estudios "arrojan luz" sobre el
potencial (eco)toxicologico de los fragmentos peptidicos del SARS-CoV-2
en la biota acuatica, yendo mas alla de los trabajos que se han centrado en
la susceptibilidad de diferentes especies de mamiferos a la infeccion viral
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y sus roles en la diseminacidon de COVID-19 (por ejemplo: Tiwari et al.
2020; Delahay et al., 2021; Audino et al., 2021).
En este sentido, son muy incipientes las conclusiones definitivas sobre los

impactos ecotoxicologicos causados, en particular, por la presencia o
dispersiéon del SARS-CoV-2 (o sus fragmentos de proteinas) en los medios
acuaticos, asi como sobre cuanto puede potenciar los impactos ya
conocidos sobre las especies acuaticas y terrestres. Hay muchos vacios
que llenar, y nuestra comprension del alcance de sus efectos sobre otras
especies faunisticas y sus mecanismos de accidon es muy limitada. Asi, en
el presente estudio, nuestro objetivo fue evaluar los posibles efectos
mutagénicos y genotoxicos sobre el eritrocito de Poecilia reticulata (un
sistema modelo tradicionalmente utilizado en estudios ecotoxicoldgicos)
inducidos por la exposicion a uno de los fragmentos de péptidos
previamente sintetizados (Charlie-Silva et al., 2021). En este estudio,

determinamos la asociacién potencial entre los efectos mutagénicos y
genotdxicos con la inducciéon de desequilibrio redox en varios
organos/tejidos de los animales evaluados. Es importante destacar que
nuestra motivacion para realizar este estudio se basa en estudios
recientes que demostraron que la infeccion por SARS-CoV-2 induce la
formacion de micronucleos y la activacion de la via de dafio del ADN [en
las células sincitial y Hela-ACE2 Ren et al., 2021] y la respuesta al dafio
del ADN en las células Vero E6 (Victor et al., 2021). Por lo tanto, es
cuestionable si se observan efectos similares en organismos no objetivo

(P. reticulata) cuando se expone a fragmentos peptidicos del SARS-CoV-2
dispersos en agua. Creemos que nuestros hallazgos ayudan a explicar los
efectos ecotoxicolégicos del SARS-CoV-2 a nivel celular y molecular,
proporcionando nuevos objetivos potenciales para una investigaciéon
sobre los impactos de COVID-19 en la_ictiofauna silvestre de agua dulce.

2. Material y métodos

2.1. Fragmentos peptidicos de la proteina espiga del SARS-CoV-2

La sintesis, escisidn, purificacién y caracterizacion de los péptidos de la
proteina Espiga del SARS-CoV-2 utilizada en nuestro estudio se realizaron

de acuerdo con los métodos descritos en detalle por_Charlie-Silva et al.
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(2021). Brevemente, la sintesis de la proteina Spike S se realiz6 utilizando
el método de sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS) siguiendo la
estrategia Fmoc (Raibaut et al., 2014; Behrendt et al., 2016). Las resinas
utilizadas en este proceso fueron Fmoc-Thr-Wang y Fmoc-Asn-Wang para
el PSPD-2002 (secuencia: Gln-Cys-Val-Asn-Leu-Thr-Thr-Arg-Thr-COOH;
MW: 1035,18 g/mol) y PSPD-2003 (secuencia: Asn-Asn-Ala-Thr-Asn-
COOH; MW: 532,51 g/mol), respectivamente. Al final de la sintesis, estas
resinas permitieron obtener péptidos con el extremo C-terminal

carboxilado. Después de acoplar todos los residuos de aminoacidos de las
secuencias peptidicas, las cadenas se retiraron del soporte sélido
utilizando escision acida utilizando acido trifluoroacético (TFA), de
manera similar a_ Guy y Fields (1997). Los compuestos crudos fueron

purificados por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) con una
columna de fase inversa utilizando diferentes métodos de purificaciéon
segun el tiempo de retencidon obtenido en un programa de gradiente de 5
a 95% en 30 min (gradiente de exploracién) en ANALYTICAL HPLC
[similar a Klaassen et al. (2019) ]. S6lo los compuestos con pureza igual o

superior al 95% fueron considerados para la evaluacién in vivo, siguiendo
las reglas determinadas por la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA/Brasil) y la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA/USA). Las similitudes entre los péptidos PSPD-2002 y PSPD-2003
se evaluaron utilizando el software CLUSTAL W version 1.83 [Higgins et
al., 1996; Pais etal., 2014 - http://www.ebi.ac.uk/clustalw/]. La Fig. 1
muestra los modelos estructurales de los péptidos PSPD-2002 y PSPD-

2003 probados en nuestro estudio.
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Figura 1. Frecuencia de micronucleos (prueba MN) y otras alteraciones
nucleares eritrociticas (ENA) en hembras adultas Poecilia reticulata
expuestas o no a fragmentos de péptidos PSPD-2002 (a 40 ug/L). (A) ENA
total, nucleo en forma de rifion, nicleo desangrado, constriccion nuclear y
nucleo multilobulado; (B) nicleo desplazado, ndcleo con muescas, célula
binucleada, micronticleo y vacuola nuclear. Las barras indican la media + SD
de los datos, que se enviaron a la prueba t de Student (si es paramétrica) o a
la prueba U de Mann-Whitney (sino es paramétrica) (consulte el resumen
estadistico en la parte superior de los graficos). Las diferentes letras
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minusculas indican diferencias significativas entre los grupos
experimentales. n = 8 animales/grupo.

2.2. Animales y configuracion experimental

Utilizamos en nuestro estudio individuos de la especie Poecilia reticulata
(Cyprinodontiformes: Poeciliidae) (cepa silvestre), cominmente conocida
como 'guppy’, y considerada nativa del noroeste de América del Sur
(Bisazza, 1993). Esta especie fue seleccionada en base a su amplia

distribucion en regiones neotropicales (CABI, 2021), en las que puede

inhibir ambientes acuaticos fuertemente impactados donde pocas especies

pueden ocurrir (Aradjo et al., 2009), asi como su uso previo en diferentes

estudios ecotoxicoldgicos (Aich et al., 2015; De-Lima Faria et al.,

2021; De-Souza-Trigueiro et al., 2021).

Preliminarmente, las hembras fueron capturadas en un entorno natural
(municipio de Urutai, GO) (licencia SISBIO/ICMBio/MMA /Brasil n.
73342-1), llevadas al laboratorio, y mantenidas en un acuario (60 L) que

contiene agua declorada y_oxigenacion constante, a temperatura ambiente

(25-26 °C) y fotoperiodo controlado (12-12 h de luz: ciclo oscuro).
Después de 60 dias de_aclimatacién, 16 hembras no embarazadas de P.

las reticulatas se separaron y distribuyeron en dos grupos experimentales
(cuatro réplicas/grupo). El grupo "PSPD-2002" estaba compuesto por P.
reticulata expuesta (durante 10 dias) a los péptidos a una concentracién
de 40 pg/L, diluida en agua. Dicha concentracidn se considera predictiva,
ya que las particulas de SARS-CoV-2 se han identificado y cuantificado a
través de ensayos RT-qPCR aplicados para la deteccion de ARN de SARS-
CoV-2. Por lo tanto, las_unidades de medida no son comparables o

convertibles en "pg/L". El grupo de control consistié en peces mantenidos
en agua declorada (naturalmente) libre de péptidos virales. Cada réplica
consistia en dos animales mantenidos en acuarios cilindricos con 2,2 L. de
agua declorada (bajo oxigenacion constante), sin utilizar filtros ni
sustratos. Las condiciones de temperatura (25-26 °C) y luminosidad (12-

12 h de luz: ciclo oscuro) se controlaron adecuadamente. Cada tres dias
hubo una renovacidon completa de las aguas de exposicién y, al final del
experimento, los animales fueron sometidos a diferentes evaluaciones,

como se describe a continuacion.
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2.3. Biomarcadores de toxicidad

2.3.1. Ensayo de micronucleos y otra alteraciéon nuclear eritrocitica

El posible efecto mutagénico de la exposicion a péptidos PSPD-2002 se
evalud utilizando la frecuencia de la prueba de micronucleos (prueba
MN) y otra alteracién nuclear eritrocitica (ENA), descrita por_ Carrasco et
al. (1990) y modificada por Guimaraes et al. (2021). Brevemente, 5 pL de
sangre (recolectada mediante el corte del pedtnculo caudal, después de

que los animales fueron anestesiados profundamente en agua helada) se
depositaron en un portaobjetos de vidrio previamente desinfectado para
formar un frotis delgado, que se secé a temperatura ambiente. A
continuacion, las diapositivas se fijaron en metanol frio al 100% (v/v) y
se tifieron con Panotic Rapid® (Laborclin®, Parang, Brasil, codigo no.
620529), basado en Pavan et al. (2021) y Estrela et al. (2021).. Se
analizaron mil eritrocitos por pez [segin Bolognesi y Hayashi, 2011], con

400 x aumento y se evalud la presencia de MN y otros ENA que se
manifestaron como cambios en la forma nuclear eliptica tipica de los
eritrocitos.

2.3.2. Ensayo de electroforesis en gel unicelular (ensayo de cometa)

El dafio potencial al ADN de los eritrocitos inducido por la exposicién a
péptidos PSPD-2002 se evalu6 mediante el ensayo del cometa, de manera
similar a la metodologia adoptada por Estrela et al. (2021), con

modificaciones menores. Brevemente, después del paso descrito en el
punto anterior, los animales fueron transferidos a microtubos de fondo
conico que contenian 250 pL de solucién salina tamponada con fosfato
(PBS, pH 7.2, 4 °C) y mantenidos durante 5 min. Posteriormente, las
muestras de sangre fueron centrifugadas (6000 rpm, 5 min, 4 °C) para su
posterior eliminacién del sobrenadante y homogeneizacién del pellet.
Luego, se mezclaron 2 pL de los granulos con 120 pL de agarosa de bajo
punto de fusion (0,5%) a 37 ° Cy luego se colocaron en los portaobjetos
de la cubierta (previamente preparados con agarosa normal al 1,5% en
PBS) y, mas tarde, se cubrieron con una cubierta de vidrio. Después de la
incubacidn a 40C durante 10 min, se retiraron las cubiertas y los
portaobjetos se sumergieron en solucion de lisis (NaCl, Na2ZEDTA, Tris-
HCI, NaOH, agua purificada, Triton X-100 y DMSO) durante 2ha 4 °C, se
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protegio de la luz. Mas tarde, los portaobjetos se introdujeron en la cuba
de electroforesis que contenia una soluciéon tampon (NaOH, NaZEDTA y
agua purificada), que permanecié en reposo durante 30 min. Luego, los
toboganes se electroforizaron a 300 mA y 25V (0.90 V / cm) durante 30
minutos sin luz.

Después de la electroforesis, los portaobjetos se colocaron en una
bandeja de tincidn, se cubrieron con tampén de neutralizacion (Tris-HCI,
pH 7.5) y se mantuvieron durante 5 min, luego se secaron a temperatura
ambiente, se fijaron en etanol P.A. (durante 10 min) y se tifieron con
bromuro de etidio a 10 ug / ml (en agua purificada). Usando un
microscopio de fluorescencia, se fotografiaron las diapositivas y se
evaluaron 50 nucleoides / animales utilizando el software de ensayo de
cometas (CaspLab®), de acuerdo con el procedimiento también realizado
por Kaur etal. (2021) y Mehra y Chadha (2021). Se utilizaron los
siguientes parametros para evaluar el posible dafio al ADN de los

eritrocitos inducido por la exposicion a péptidos virales: (i) longitud de la
cola (TL), (ii) porcentaje de ADN en la cola (% de ADN) y (iii) momento de
la cola de olivo (OTM), como lo describe_Collins (2004).

2.3.3. Biomarcadores bioquimicos (estrés oxidativo y actividad antioxidante)

Con el objetivo de asociar los posibles efectos mutagénicos/genotoxicos a
la induccion de un desequilibrio redox, se evaluaron diferentes
biomarcadores de toxicidad bioquimica. Para esto, después de la
recoleccion de sangre, los animales fueron anestesiados profundamente y
posteriormente sacrificados en agua helada, y fragmentos del cerebro,
higado, musculo y branquias de P. se recogieron reticulatas, maceradas en
500 pL de PBS (pH 7,2). Luego, las muestras se centrifugaron (10.000
rpm, 5 min, 4 °C) y se utilizaron los sobrenadantes para la evaluacion
bioquimica. El malondialdehido (MDA), un subproducto de la reaccién de
peroxidacion lipidica (LPO) (Yaman y Ayhanci, 2021), se utiliz6 como

biomarcadores de estrés oxidativo, como se utilizo en otros estudios: Tan
etal. (2019), Patel etal. (2021), Issac etal. (2021) y Rangasamy et al.,
2022. Para ello, adoptamos los procedimientos descritos en detalle en el

estudio de Sachett et al. (2020). Ademas, evaluamos la actividad de la

superodxido dismutasa (SOD) [segiin Del Maestro y McDonald, 1985] y la
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catalasa (CAT) [segun lo propuesto por Sinha, 1972], consideradas como

enzimas que conforman la primera linea de defensa antioxidante de los
organismos (Ighodaro y Akinloye, 2018). Los resultados del analisis de

todos los biomarcadores se expresaron proporcionalmente a la
concentracion de proteinas totales, evaluadas de acuerdo con las
instrucciones del kit comercial utilizado [Kit comercial (nimero de
referencia: BT1000900)].

2.4. Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron evaluados con respecto a los supuestos
para el uso de modelos paramétricos. Para ello, se utilizé la prueba de
Shapiro-Wilk para evaluar la distribucion de los datos residuales y la
prueba de Bartlett para evaluar la homogeneidad de las varianzas.

Posteriormente, las medias se compararon mediante la prueba t de
Student (si es paramétrica) o la prueba U de Mann-Whitney (sino es
paramétrica). Ademas, los analisis de correlacion se realizaron utilizando
los coeficientes de correlacién de Pearson (para datos paramétricos) o
Spearman (para datos no paramétricos), asi como el analisis de regresion
lineal. Para todos los analisis, se considerd un nivel de significancia del
95% (p < 0,05), utilizando el software GraphPad Prism (version 7.0).

3. Resultados

No registramos ninguna muerte durante el periodo de exposicién y, al
final del experimento, se registraron varios ENA (nucleo en forma de
rindn, nucleo blebbed, ntcleo multilobulado, constriccién nuclear, nicleo
desplazado, nucleo con muescas, eritrocitos binucleados, MN y vacuola
nuclear) en ambos grupos experimentales (Fig. 1A-B). Sin embargo,
encontramos que en animales expuestos a péptidos PSPD-2002, el ENA
total fue mayor que el observado en animales no expuestos, cuyo
aumento fue superior al 70% (Fig. 1A). Ademas, todos los parametros
evaluados en el ensayo del cometa (TL, %DNA y OTM) fueron superiores
en estos animales en comparacion con el grupo control (fondo) (Fig. 2A-
C), cuyos valores se correlacionaron positivamente con el ENA total (Fig.
2F).
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Figura 2. Parametros evaluados en el ensayo de electroforesis en gel
unicelular (comet assay) en eritrocitos de hembra adulta de Poecilia
reticulata expuesta o no a fragmentos peptidicos pspD-2002 (a 40 pg/L).
(A) Longitud de la cola; B) %DE ADN en la cola; (C) Momento de cola de
olivo (OTM); (D-E) imagenes representativas de nucleoides de animales en
el grupo de control y PSPD-2002, respectivamente; y (F) analisis de
correlaciéon entre el ENA total y los pardmetros evaluados en el ensayo del
cometa. En "A, By C", las barras indican la media *+ SD de los datos, que se
enviaron a la prueba t de Student (si es paramétrica) o a la prueba U de
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Mann-Whitney (sino es paramétrica) (consulte el resumen estadistico en la
parte superior de los graficos). Las diferentes letras minusculas indican
diferencias significativas entre los grupos experimentales. n = 8
animales/grupo.

A partir de estos datos, evaluamos la posible relacién entre los efectos
mutagénicos/genotoéxicos observados y un posible desequilibrio redox
inducido por la exposicion a péptidos PSPD-2002. Como se observa en la
Fig. 3, los niveles de MDA en el cerebro y el higado de los animales
expuestos a los péptidos fueron mas altos que los observados en el grupo
control (Fig. 3A), y los niveles hepaticos de este biomarcador se
correlacionaron positivamente con todos los parametros evaluados en el
ensayo de electroforesis en gel unicelular (ensayo de cometa) (Fig. 4A-C)
y con el ENA total (Fig. 4 D). Por otro lado, la supresion de la actividad
SOD y CAT observada en el higado de animales expuestos a PDPD-2002
(Fig. 3B-C, respectivamente) se correlacioné negativamente con todos los

parametros evaluados en el ensayo de cometas (Fig. 5).

0.3+— — — - — - — .. 08— — -~ - — — -
= 1-12 | U3 0 6686/ tyq-1.962| e tg~0 8624 [tge-2.848)| U-11 tas~1.626
o p0.0371} [p=.000Y p0.5116 p0.0700 | ; p-~0.4030 | p=0.0120 p00281 pr0.1263
Zz 5 _ 064 —— L
< 202 Z=
EX Z =z y
D 3 ZE 04 T -
- B - e - |
= § a T g = — b i . T
2 E01{ b T { B == I 1
£E \ g 024 1 |
001—1—1 ) v o I .l | 0.01—1———1— el R i — —
3> g 3> g 3> 9 > 9 g 3> e > g >
° 0\‘0 :Eg\‘ Q\‘o \@'\' Q\sa 7 v °\s;\ QSP\' m 0\‘0 -1}*9 o\@ %ég o\‘(‘ W@» 0\@ \'1@%
& NG (S~ 4 ' S ~ ¢ & (GRS § (< AP § ¢ ® &P &
X N N S & N X R
o < < e L% o < <
L 1 | J 1. ] |
Brain Laver Muscle Gill Bram Liver Muscle Gill
008+
tq40.9309 tag=2.402] [ =10 1084
p-0.3578 p-0.0308 | p-0.0579 p=0,2667

Catakasc activity

002 |

0.00 +——v— ot ' RE= bl

> > 3 > 5
R S S P N
(v & £ N P & < &
£ ¢ ¢ e
| | J |
Bram Liver Muscle Gill

1. Descargar : Descargar imagen de alta resolucion (255KB)

2. Descargar : Descargar imagen a tamafio completo

Figura 3. (A) Niveles de malondialdehido (MDA) y (B) actividad de la
superoxido dismutasa (SOD) y (C) catalasa en el cerebro, el higado, los
musculos y las branquias de la hembra adulta Poecilia reticulata expuesta o
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no a fragmentos de péptido PSPD-2002 (a 40 pg / L). Las barras indican la
media + SD de los datos, que se enviaron a la prueba t de Student (si es

paramétrica) o a la prueba U de Mann-Whitney (si no es paramétrica)
(consulte el resumen estadistico en la parte superior de los graficos). Las

diferentes letras mintsculas indican diferencias significativas entre los

grupos experimentales. n = 8 animales/grupo.
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Figura 4. Analisis de correlacion entre los niveles de malondialdehido
(MDA) reportados en los diferentes 6rganos evaluados y (A) longitud de la
cola, (B) %ADN en la cola, (C) momento de la cola de olivo, y (D)
alteraciones nucleares eritrociticas totales en hembra adulta Poecilia

reticulata expuesta o no a fragmentos de péptido PSPD-2002 (a 40 pg/L).n

= 8 animales/grupo.
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Figura 5. Analisis de correlacion entre la actividad de la superédxido
dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) (D-F) y los diferentes parametros
evaluados en el ensayo de electroforesis en gel unicelular (comet assay)
realizado en eritrocitos de hembra adulta expuesta a Poecilia reticulata o no
a fragmentos peptidicos pspD-2002 (a 40 pg/L). n = 8 animales/grupo.

4. Discusion
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La comprension de los impactos ambientales/ecoldgicos causados por la
dispersién de fragmentos peptidicos del nuevo coronavirus (SARS-CoV-2)
en los ecosistemas de agua dulce depende invariablemente del desarrollo

de estudios que evaluen el riesgo de exposicion a estas particulas que
causen dafios a la biologia de los organismos acuaticos. En este sentido,
nuestro estudio no solo confirma estudios previos sobre la toxicidad de
los péptidos PSPD-2002 en modelos animales acuaticos no objetivo
(Charlie-Silva et al.,, 2021; Malafaia etal., 2022; Mendonca-Gomes et al.,
2021), ademas de proporcionar informacién sobre como la exposicion a

estos fragmentos puede afectar la salud de P. reticulata. Observamos que
la exposicidn a los péptidos indujo inestabilidad genémica (inferida por la
prueba MN y ENA) (Fig. 1) y dafio al ADN de eritrocitos (inferido por el
ensayo del cometa) (Fig. 2) de P. reticulata.

Sin lugar a dudas, proponer cualquier mecanismo que explique estos
efectos exigira una mayor investigacion. Sin embargo, nuestros datos
sugieren que el desequilibrio redox observado en animales expuestos a
péptidos PSPD-2002 [inferido por el aumento de los niveles de MDA
cerebro/higado (Fig. 3A) y la supresion de la actividad antioxidante de
SOD hepatica y CAT (Fig. 3B-C, respectivamente)] se asocié para las
alteraciones mutagénicas y genotdxicas reportadas en nuestro estudio.
Varios estudios apuntan al estrés oxidativo como un factor que induce la
formacion de ENA y el dafio del ADN de los eritrocitos (Antunes et al.,
2016; Hathout et al., 2021; El-Garawani et al., 2021; Costa, 2021),
corroboran nuestra hipotesis. Ademas, la induccion de estrés oxidativo

(inferido por los niveles de MDA, en el cerebro y el higado) observada en
nuestro estudio esta en linea con informes anteriores que involucran no
solo la exposicién de modelos no objetivo a fragmentos peptidicos de
SARS-CoV-2 (Charlie-Silva et al., 2021; Malafaia et al., 2022; Mendonca-
Gomes et al., 2021), asi como corroborar investigaciones que describen el

importante papel de los constituyentes de la proteina Spike en la
induccion de un equilibrio celular desproporcionada de antioxidantes-
oxidantes en la infeccion por SARS-CoV-2 (Ntyonga-Pono, 2020; Delgado-
Roche y Mesta, 2020; Cecchini y Cecchini, 2020; Suhail et al., 2020).
Ademas, en nuestro estudio, reconocemos que P. reticulata no se infecto

experimentalmente con SARS-CoV-2, pero es tentador especular sobre la
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ocurrencia de procesos que relacionan la absorcién de fragmentos de
proteinas con los efectos observados. Una posibilidad se refiere a la
absorcion de péptidos PSPD-2002 en el intestino de los animales, después
de la ingestidn involuntaria de fragmentos dispersos en agua. Esta
hipoétesis esta especialmente respaldada por estudios que apuntan a la
posibilidad de que pequefios fragmentos de proteinas (y no solo
aminoacidos libres) sean transportados a través del epitelio
gastrointestinal al torrente sanguineo a traveés de la permeacion mediada
por PepT1, el transporte paracelular a través de uniones estrechas, la
transcitosis y / o la difusion transcelular pasiva (Adibi, 2003; Moss et al.,
2018; Xu etal., 2019; Sun et al.,, 2020). Una vez en la circulacion portal
hepatica, estos péptidos pueden haber llegado al higado y desencadenado

reacciones que culminaron en el aumento de la produccién de radicales
libres induciendo estrés oxidativo, lo que explicaria los niveles elevados
de MDA en el higado (Fig. 3A). En este caso, es plausible suponer que los
macroéfagos residentes, como las células de Kupffer, habrian provocado
un estallido respiratorio en respuesta a la presencia de péptidos de la
proteina Espiga del SARS-CoV-2 y también pueden inducir la produccién de
ROS, lo que esta en linea con estudios recientes que apuntan al
importante papel de los macréfagos en COVID-19 (Bangash etal., 2020;
Knoll et al.,, 2021; Meidaninikjeh et al., 2021; Ristic-Medic et al., 2021).
Alternativamente, los fragmentos de péptidos dispersos en el agua de

exposicion pueden haber llegado al torrente sanguineo a través de la
absorcion por las células epiteliales branquiales, ya que este 6rgano es la
principal ruta de absorcién de compuestos quimicos transmitidos por el
agua en organismos acuaticos, especialmente debido al amplio contacto
con el agua de mar y una alta tasa de intercambio de solutos entre las

branquias y la sangre / hemolinfa (Hayton y Barron, 1990; Ericksony
McKim, 1990; Thurston, 1996). En ese sentido, es plausible suponer que

los péptidos PSPD-2002 también habrian cruzado la barrera
hematoencefalica e inducido un aumento de los procesos de LPO en el
cerebro, lo que explicaria los altos niveles de MDA cerebral (Fig. 3A). El
reciente estudio de Rhea et al. (2021), en particular, demuestra que la

proteina S1 del SARS-CoV-2 puede cruzar la barrera hematoencefalica en
ratones, reforzando esta hipotesis. Por lo tanto, se necesitan mas
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investigaciones avanzadas para confirmar esta hipétesis y comprender
mejor los mecanismos intrinsecos a los efectos observados en nuestro
estudio.

Independientemente de como la exposicion a los péptidos PSPD-2002
indujo un aumento en la frecuencia de ENA, asi como dafio al ADN
eritrocitario de P. reticulata, tales efectos podrian tener consecuencias
dramaticas para la salud de los animales. La exposicion continua/crénica
a péptidos puede conducir, por ejemplo, a la acumulacién de roturas de
cadenas de ADN, ya que la capacidad de reparaciéon del ADN de la célula
de pez es baja en comparacion con otras especies (Kienzler etal., 2013).

Esto puede llevar a la interrupcion del ciclo celular de los eritrocitos, la
desregulacion de la expresion génica y si la acumulacion excede su
eliminacion por mecanismos de reparacién del ADN, se producira
senescencia celular o apoptosis y esto puede contribuir al aumento de las
disfunciones celulares y sus impactos negativos en la fisiologia de los
animales. Por otro lado, el aumento de la ENA total en peces expuestos a
PDPD-2002 sugiere la ocurrencia de alteraciones genéticas derivadas de
cromosomas y/o dafios en el aparato mitético, que constituyen un riesgo
para el desarrollo de diferentes tipos de cancer (Tucker y Preston, 1996;

De-Campos-Junior et al., 2020). Claramente, tales consecuencias ilustran

solo algunos ejemplos de los impactos que la exposicion a los péptidos
PSPD-2002 puede causar en los individuos, que no se limitan a los efectos
indirectos asociados con alteraciones cromosoémicas (inferidos por el
ENA total) y a nivel de ADN (inferido por el ensayo de confirmacién).
Ademas, el aumento de los procesos de LPO observado en el cerebro y el
higado de P. la reticulata expuesta a péptidos virales puede desencadenar
varios efectos nocivos para los animales, incluidos cambios de naturaleza
neurolégica (con cambios de comportamiento) a metabdlicos /
endocrinos, motivados por disfunciones en estos 6rganos.

De manera concluyente, hay que reconocer que nuestro estudio no es
exhaustivo y, por lo tanto, constituye solo la "punta del iceberg" que
representa los posibles efectos (eco)toxicologicos asociados a la
presencia de particulas de SARS-CoV-2 en ecosistemas de agua dulce. No
solo lo hacen los mecanismos biolégicos afectados por la exposicion a P.
la reticula a los péptidos PSPD-2002 debe investigarse mejor, pero
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también el impacto mas sistémico de los efectos mutagénicos y
genotdxicos, y el desequilibrio redox (en el cerebro y el higado)
observado en nuestro estudio. A nivel individual, las evaluaciones que
utilizan biomarcadores predictivos de desregulacion génica y efectos
histopatolégicos, conductuales y hormonales son perspectivas de
investigacién importantes para una mejor comprensién de cémo los
fragmentos de péptidos virales pueden afectar la supervivencia animal.
Ademas, a nivel poblacional, se cuestiona, por ejemplo, hasta qué punto la
exposicion de los animales a estos fragmentos puede afectar sus
interacciones sociales, su reproduccién y la dindmica de sus poblaciones
en entornos naturales.

5. Conclusién

En conclusidn, nuestro estudio confirmo la hipotesis de que la exposiciéon
a P. Los adultos reticulados a fragmentos de PSPD-2002 dispersos en agua
pueden inducir inestabilidad genémica y dafio al ADN en eritrocitos
circulantes, que estaban en correlacién con un desequilibrio redox
marcado por el aumento de los niveles de MDA en el higado y el cerebro,
asi como por la supresién de la actividad antioxidante de SOD hepatica y
CAT. Consistentemente, nuestro estudio refuerza la importancia ecolégica
y ambiental de evaluar la presencia de fragmentos de SARS-CoV-2 en
ambientes de agua dulce, asi como sus impactos en la salud de los peces.

A través del desarrollo de mas estudios que involucren este tema, sera
posible comprender la magnitud real de los impactos causados por la
pandemia de COVID-19 en la ictiofauna silvestre.

Aspectos éticos

Todos los procedimientos experimentales se realizaron seguin los
estandares éticos para la experimentacion con animales y se hicieron
esfuerzos meticulosos para garantizar que los animales sufrieran lo
menos posible y para reducir las fuentes externas de estrés, dolor e
incomodidad. El estudio actual no ha excedido el nimero de animales
necesarios para producir datos cientificos fiables. Este articulo no se
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refiere a ningiin estudio con participantes humanos realizado por
ninguno de los autores.
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