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1. Introduccion
1.1 Plastico

Actualmente, la globalizacién ha propiciado una falsa necesidad de consumo en la sociedad,
Ilamada consumismo, lo que ha generado una cantidad inimaginable de productos que en su
mayoria son desechables. La creacion de este tipo de productos origind la busqueda de
materiales de facil fabricacidn y de bajo costo de produccion. Es asi como los plasticos surgen
formalmente con la sintesis de la baquelita en el afio de 1907 por el quimico Leo Beakeland
(Solyman et al., 2017).

A partir de la creacion de la baquelita, se generd un interés por este tipo de materiales
y es en los afios 50 que comienza su desarrollo exponencial con la sintesis de una gran
cantidad de plasticos. Esto ha permitido que las grandes industrias comercialicen sus
productos de manera masiva, sobre todo, aquellos fabricados a partir de procesos
petroquimicos. Durante estos procesos se utiliza el petréleo crudo, asi como el gas natural,
qué al pasarlos por refinerias dan productos como la nafta u otros aceites refinados, que son
la materia prima para la produccion de plasticos (US Department of Energy, 2019). Sin
embargo, durante estos procesos se generan altos indices de contaminacion ambiental, es
decir, residuos toxicos que terminan en el aire y el subsuelo (Substance Research Centers &
Outreach Program, 2003).

Los procesos de sintesis se desarrollan de manera constante con nuevos materiales,
pero el término “plastico” debe considerar las caracteristicas establecidas por la organizacion
PlasticsEurope, donde el plastico es un material organico polimérico, ya sea generado por el
hombre o sintéticamente. Esto quiere decir que son cadenas de macromoléculas conformadas
a partir de pequefias moléculas (mondmeros), dandole caracteristicas de maleabilidad o
plasticidad, lo que permite obtener diversas estructuras a nivel macromolecular que van desde
pequefias fibras, hasta grandes objetos como laminas (PlasticsEurope, 2010). Como se
menciona, existe una gran cantidad de sintesis y usos de los plasticos; en 1988, la Sociedad
de la Industria de Plasticos (SPI) cre6 una clasificacién (tabla 1) para determinar la utilidad
y la peligrosidad del material con base en la resina obtenida a partir de la materia prima
(American Chemistry Council, 2016).

Esta clasificacion permite la produccion controlada de plasticos de acuerdo con su
uso; en consecuencia, el plastico ha sustituido a otro tipo de materiales como el vidrio para
botellas, 0 gomas como el caucho por termoplasticos de mayor resistencia (Plastic Substitute:
Alternative to Glass, Rubber, and Other Materials, 2018).



Tabla 1. Clasificacion de los pléasticos segln su contenido de resina.

Simbolo Tipo de pléastico Propiedades Usos comunes
Resistencia fisica, | Botellas de agua, refrescos,
propiedades térmicas, | envases para alimentos, cremas y

N
D

PET

Polietilentereftalato
(PET)

ligereza, resistencia quimica.
Inerte en alimentos. Se
suaviza a 60 °C.

productos  farmacéuticos.  Su
reciclado debe ser con precaucion
0 puede ser dafiino para la salud.

N
&2)

HDPE

Polietileno de alta
densidad

(HDPE)

Poco flexible, resistencia a
quimicos, opaco, fécil
fabricacion y manejo. Se
suaviza a los 75 °C.

Bolsas  para  supermercado,
cubetas, tapas, envases para leche,
jugos, shampoo, quimicos vy
detergentes.

N
(&R

PVC

Policloruro de vinilo
(PVC)

Duro, claro, flexible,
elasticos, se puede utilizar
con solventes. Se suaviza a
80 °C.

Tuberias, plomerias, mangueras,
cables, correas de reloj, suelas de
zapatos, envases en general.
Dafiino para la salud por su
proceso de fabricacion.

Pt
&R

Polietileno de baja
densidad

Suave, flexible, traslucido,

Peliculas para empaque, bolsas de

se raya facilmente. Se .
suavizaa 70 °C basura, envases para laboratorio.
LDPE (LDPE) .
n Popotes, equipo de jardineria,
5 Polipropileno Poco flexible, traslucido, | cintas para empacar, bolsas para
L.) versatil, soporta solventes. | frituras, cajas para alimentos,
PP (PP) Se suaviza a 140 °C. envases para uso Veterinario y
farmacéutico.
. , .. | Juguetes. cubiertas de pléstico,
n Claro, opaco, rigido, fragil, | . g . . p
Poliestireno imitaciones de cristal, cajas para
6 se corroe con grasas y | .
L‘) . discos compactos, envases para
(PS) solventes. Se suaviza a 95

PS

°C.

cosméticos. Dafiino para la salud
por su proceso de fabricacion.

P2
8

PS-E

Poliestireno extendido
(PS-E)

Esponjoso, ligero, absorbe
energia, ayuda a mantener
temperaturas.

Tasas para altas temperaturas,
charolas para comida para llevar,
envases de hielo seco, empaque
protector de mercancia fragil.

n
LAY

OTHER

Otros (SAN, ABS, PC,
Nylon)

Otras resinas y combinacion
de ellas. Sus propiedades
dependen de la combinacion
de las resinas.

Hieleras, electrénicos, autopartes,
piezas para empaques. Su
reciclado debe ser con precaucion
0 puede ser dafiino para la salud.
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Esta clasificacion precisa cual o cudles plasticos son nocivos para la salud publica; en
este caso, el PVC (Policloruro de vinilo), PS (Poliestireno) y Otros son los que debemos
evitar, ya que al ser expuestos al calor generan subproductos téxicos; incluso, el PET
(tereftalato de polietileno) produce subproductos toxicos en procesos como la pirdlisis, que
es la exposicidn del plastico a altas temperaturas (Honus et al., 2018). Debido a esto, es de
suma importancia que se reduzca la produccion y consumo de plasticos, asi como buscar
mecanismos de reciclaje para evitar una mayor contaminacion por desperdicio y reducir la
cantidad de plasticos existentes en el medio ambiente.

1.2 Impacto del plastico en el planeta

El desarrollo de los procesos de fabricacion de los plasticos ha permitido una
produccion masiva a bajos costos, por lo que se ha generado una inmensa cantidad de
productos de un solo uso, causando una acumulacion impresionante de basura y desperdicios
plasticos (Lindwall, 2020). Tan solo en 2012 se produjeron 280 millones de toneladas de
plastico a nivel mundial, de las cuales 150 millones se desecharon y causaron contaminacion
por acumulacion (Browne, 2013). Por ejemplo, la unién europea hasta 2017 utilizaba entre
el 4y 6 % del petroleo y gas para la produccion de polimeros sintéticos, lo cual supone la
produccion de 61.8 millones de toneladas de plastico. Sin embargo de toda esa produccién,
solo 9.4 millones de toneladas fueron recicladas, es decir, solo un 15.2 % (European-Plastics,
2015). En el caso de México, durante el afio 2018 el mercado del plastico rondaba los 41.46
mil millones de dolares, y como consecuencia se produjeron aproximadamente 4.3 millones
de toneladas de plastico. De todos los tipos de plasticos producidos, entre los de mayor
volumen de produccion estaban el PET, PVC y PE; sin embargo de todo ese volumen sélo el
10 % fue reciclado (Tetakawi, 2020).

Desafortunadamente, el resto de plasticos, termina desechandose en forma de basura,
la cual se acumula en basureros locales o ecosistemas aledafios a las ciudades donde se
consumen y producen (Zubris & Richards, 2005). Asimismo, debido a las condiciones
ambientales como los vientos y lluvias, los plasticos pueden terminar en los mantos acuiferos,
rios y lagos (Barnes et al., 2009; Browne et al., 2011). La misma corriente de estos sistemas
propicia la llegada de estos desperdicios al mar (figura 1A), donde la excesiva acumulacién
ha generado islas flotantes de basura (Eriksen et al., 2014). Esto también ha provocado que
la flora y la fauna de los ecosistemas se vean afectadas por el constante contacto con estos
plasticos contaminantes causando dafios importantes. Ademas, se ha visto que estos pueden
causar alteraciones en la salud de la fauna como es el caso de las gaviotas, que mantienen
contacto constante con plasticos (figura 1B) (Browne, 2013).
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Figura 1. A) Acumulacion de restos de plastico en Barahona, Republica Dominicana (Fotos por JF) (Rey et
al., 2021). B) Cigliefia blanca enredada en una bolsa de plastico (foto por Jhon Cancalos de Natre).

Actualmente, estas acumulaciones e interacciones del material plastico en los
ecosistemas se ha convertido en un problema que requiere mayor atencion, ya que se conoce
que el plastico puede tardar hasta 500 afios en degradarse (The Lifecycle of Plastics — WWF-
Australia - WWF-Australia, n.d.). Sin embargo, el plastico, a pesar de ser considerado un
material resistente puede ser susceptible a la transformacién, causada por ambientes
dinamicos, por ejemplo, el mar (Rey et al., 2021). Estos factores pueden erosionar la
superficie del plastico, lo cual crea particulas de menor tamafio, como es el caso de los micro
y nanoplasticos.

1.3 Origen de los micro y nanoplasticos

Por lo regular, la interaccion del medio ambiente genera las micro y nanoparticulas de estos
plasticos. Adicionalmente, dentro de los procesos de produccion existen residuos quimicos
que llegan también a la formacion de estas particulas. Por ello, los micro y nanoplasticos se
dividen en dos origenes, primario y secundario. Los primarios se originan por procesos de
degradacién intencional para uso en productos cotidianos, es decir, de manera sintética. Por
otro lado, los secundarios son el resultado de la degradacién de plésticos a macroescala que,
por procesos naturales como abrasion del viento, las olas del mar y la radiacién UV del sol,
crean las micro y nanoparticulas (Rogers, 2020).

En el caso del origen primario, durante los procesos de refinacion del petréleo se
obtienen residuos de cadenas de carbono grandes, que mediante procesos térmicos y de
descomposicion catalitica, se busca la reduccion de cadenas para formar micro y
nanoparticulas plasticas (Kasar et al., 2020). En este caso, la pirdlisis cumple la funcion
principal de degradacidn, este es un proceso termoquimico donde en ausencia de oxigeno se

12



somete un material organico a altas temperaturas para romper los enlaces quimicos del
material y asi poder formar cadenas mas pequefias (Eastern Regional Research Center, 2020).

Para el origen secundario, existen procesos fotocataliticos naturales que generan la
degradacion de los plasticos a microparticulas (Ana G. Rodriguez-Hernandez et al., 2019).
Una vez los plasticos entran en contacto con medios como el mar, la friccién constante de
los plasticos con elementos abrasivos como la arena, residuos de coral y el agua, desgastan
el material como efecto de una lija, y al tener incidencia constante de la luz solar, se forman
las particulas en una escala micro y nano (Uheida et al., 2021).

1.4 Acumulacién de micro y nanoplasticos en el ambiente

Sin importar cual sea su origen, los microplasticos y nanoplasticos causan una constante
preocupacion entre lacomunidad cientifica y el mundo. Esto debido a que, similar a cualquier
otro material, estas particulas plasticas incrementan su reactividad, a causa del aumento en
el &rea superficial, convirtiéndolos en particulas toxicas para cualquier especie (Ana G.
Rodriguez-Hernandez et al., 2019). No obstante, ain esta el debate sobre el tamafio de
particula y la denominacion de microplastico o nanoplastico. Lo primero a considerar para
diferenciarlos es tomar en cuenta que un nanémetro equivale a 1x10~° m y un micrémetro
equivale a 1x10~® m, donde existen tres érdenes de magnitud de diferencia entre estas
subunidades. Para comprender mejor la dimension de 1 nm, en la figura 2 se observa una
comparacién de tamafios entre distintos elementos con un tamafio en escala nanométrica.

. . . Célula de Pelota d
Agua Glucosa Anticuerpo  Virus Bacteria . elota ae
J p cancer Un punto beisbol

4
4

@ B Y <y ; . 2
; ey : %
W B, S Sl S S A S |
T R TR N —— |
0.1 1 10 100 1,000 10,000 100,000 1,000,000 10,000,000 100,000,000

Tamafo (nm)

Figura 2. Comparacion de tamafios de diferentes elementos en la escala nanométrica (Zhu, 2019).

Por otro lado, se han realizado una gran cantidad de caracterizaciones de las particulas
de pléastico encontradas en el ambiente y producidas de manera sintética, para lo cual se ha
generado una clasificacion de acuerdo con las siguientes caracteristicas: se considera un
nanoplastico a aquellas particulas que su diametro promedio o al menos una de sus
dimensiones sea menor a 100 nm; por otra parte, las particulas con dimensiones mayores a
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100 nm y menores a 1 mm son consideradas microplasticos (Chae & An, 2017; Sobhani et
al., 2020)

Ahora bien, en los ultimos afios los micro y nanoplasticos han sido observados en
playas y zonas costeras de paises como Brasil (Barcellos Da Costa et al., 2021), Hawéi (Rey
et al., 2021), Estados Unidos (Rosevelt et al., 2013), Suiza, entre otros (Bellasi et al., 2021).
De igual manera, se ha observado la acumulacion de micro y nanoplasticos en plantas de
tratamiento de aguas residuales, lo que significa que estamos en contacto directo con estas
particulas (Simon et al., 2018). Incluso se han encontrado microparticulas plésticas en
productos de cuidados personal cémo cremas, protectores solares, jabon liquido y champd
(Hernandez et al., 2017; Sun et al., 2020). Esto es una advertencia alarmante que debemos
regular el uso de plasticos en cualquier tipo de producto, ya que ain no conocemos las
consecuencias de estas particulas al estar en contacto directo con la piel o incluso en caso de
que se lleguen a ingerir por la especie humana.

1.5 Ingesta de nanoplasticos

La presencia de estos nanoplasticos en el ambiente, asi como en productos de uso diario
puede significar una forma para la ingestion de estas por el humano. Se ha observado que
diferentes especies de algas marinas presentaron una bioacumulacién de los micro y
nanoplésticos (Harris et al., 2021). Como se sabe, el alga sirve de alimento para especies de
mayor tamafio, desde peces pequefios hasta las ballenas, por ello, este tipo de especies que
consumen algas o microalgas, han sido estudiadas demostrando que existe una
bioacumulacién en los érganos digestivos de especies como los Pomatoschistus microps
(gobio comun), Carcinus maenas (cangrejo comun) y Melanotaenia fluviatilis (pez arcoiris)
(Chae & An, 2017).

Esto demuestra que los nanoplasticos pueden entrar a la cadena tréfica por varias
rutas, una de ellas involucra a microorganismos como protozoarios, fitoplancton o
zooplancton que son la base de la cadena alimenticia. Una vez internalizados por estos
organismos, los nanoplasticos pueden ser transmitidos a otros organismos, de la cadena
trofica lo que permite a las particulas circular por los sistemas digestivos de los seres vivos
que las ingieren, donde pueden ser digeridos o simplemente bioacumulados (Ma et al., 2016)
y pasar de una especie a otra.

Con esto dicho, estas particulas no sélo se han encontrado en especies marinas, sino
también en cultivos de tomate (Hernandez-Arenas et al., 2021) e incluso presentes en
productos como la leche, la cerveza y la miel (Diaz-Basantes et al., 2020). Esto supone un
riesgo muy alto para la ingestién humana, donde estudios realizados en distintas especies se
ha relacionado con alteraciones funcionales y estructurales, evidencia de la bioacumulacion
en tracto digestivo en especies como Mytilus edulis (mejillon) y Crassostrea virginica
(ostidn), infertilidad en Tigriopus japonicus (copépodo) y apoptosis celular de especies como
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Mytilus galloprovincialis (mejillon mediterraneo) (da Costa et al., 2016). Existen estudios
donde se compara los efectos en diferentes especies de mamiferos, donde se concluye que
hasta este momento se tiene poco conocimiento sobre las afectaciones de los micro y
nanoplasticos y que se requiere mayor investigacion en mecanismos a nivel celular y tisular
(Yong et al., 2020).

De igual manera, se estan desarrollando estudios en lineas celulares de colon que
permiten dar un acercamiento a las consecuencias de la ingestion de las particulas por
humanos (Hirt & Body-Malapel, 2020). Por otro lado, ademaés del intestino, recientemente
se han encontrado microplasticos en heces humanas (Chae & An, 2017; Hirt & Body-
Malapel, 2020) y en la placenta humana; en este Gltimo se encontraron particulas de
polipropileno pigmentado en un rango de 5 a 10 um, que pueden estar relacionado a pinturas,
adhesivos e incluso productos cosméticos y de higiene personal (Ragusa et al., 2021). No
obstante, la mayoria de estos estudios se han centrado en la presencia de microparticulas de
plastico, mientras que las nanoparticulas han sido poco estudiadas. Por esta razon, es
importante analizar los efectos obtenidos por particulas en la escala nano, sabiendo que las
caracteristicas fisicas, quimicas y de superficie variaran de acuerdo con el tamafio de
particula.
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2. Antecedentes

El aislamiento, identificacion y determinacion de las concentraciones de micro y
nanoplasticos presentes en el ambiente es un tema de investigacion actual. Aunque se han
reportado trabajos de extraccion de micro y nanoplasticos del medio ambiente (Horton et al.,
2017), una de las estrategias utilizadas es la fabricacion por sintesis de nanoparticulas para
su estudio en modelos in vitro (Kokalj et al., 2021). Para estas sintesis, se requieren de
procesos de polimerizacion de la materia prima, es decir de la formacién de cadenas nuevas
a partir de la materia prima utilizada. La polimerizacién es un proceso quimico que se puede
dar de dos formas, por reaccion en cadenay por reaccion en etapas, también conocidas como
polimerizacion por adicion y por condensacion respectivamente. Estos procesos son la
creacion de cadenas largas de compuestos a partir de moléculas Ilamadas mondémeros
(Edmondson & Gilbert, 2017).

Existen algunos trabajos al respecto como el Rodriguez-Hernandez y colaboradores
(2019) donde sintetizaron nanoparticulas de PET con un radio hidrodinamico de entre 50 a
100 nm, por medio de disolucién de particulas de PET en &cido trifluoroacético y
reprecipitacion por adicion de soluciones acuosas del mismo solvente (Rodriguez-Hernandez
et al., 2019). De igual manera, Yufen y colaboradores (2017) sintetizaron compositos de
polimetilmetacrilato-poliuretano (PMMA-PU) con un didmetro hidrodindmico de 1 a 5 pum
usando la técnica de reaccién inducida por separacion de fases (Zhang et al., 2017).

Nuevas fuentes de nanoplasticos

Este daltimo (PMMA-PU) es una combinacién de plasticos utilizados cominmente para la
fabricacion de elementos por medio de extrusién y altas temperaturas. Este material
transparente forma una estructura de fases, es decir por capas, donde la fase continua es
mayormente formada por PU (figura 3a) y la fase dispersa mayormente por PMMA (figura
3b). Esta interaccion esta mediada por un enlace de hidrégeno presentado entre el PMMA 'y
el PU, lo cual ayuda a que se llegue a temperaturas de transicion de hasta 120°C (Patricio et
al., 2006). Ambos plasticos presentan valores altos de deformacion inelastica, donde en la
escala nano, a medida que aumenta la temperatura esta deformacion se vuelve pronunciada,
y permite una polimerizacion a temperatura ambiente y por exposicion directa al sol (Jancar
et al., 2013). Estas caracteristicas dan paso a su uso en nuevas tecnologias, tal como el caso
de la impresion 3D, donde se utilizan polimeros de PMMA-PU para realizar las impresiones
(Rohringer, 2021).
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n
Figura 3. Estructura quimica del polimero A) polimetilmetacrilato y B) poliuretano.

No obstante, el uso de estas impresoras genera una gran cantidad de residuos, de los
cuales la mayoria terminan siendo desechados (Toor, 2019). Estudios demuestran que los
residuos son almacenados en contenedores con etanol, y en combinacion con la luz del sol,
se crean particulas en la escala nano, ya sea de compuestos como poliuretano-poliacrilato
(PU-PA) (Rodriguez-Hernandez et al., 2020) o de particulas de PMMA-PU (Zhang et al.,
2017). Estas nanoparticulas pueden aglomerarse hasta llegar a 1 mm de radio hidrodinamico,
pero al dispersarse pueden llegar a los 300 nm, implicando un riesgo ambiental y para la
salud publica al llegar a la cadena tréfica (Rodriguez-Hernandez et al., 2020), por ello, es
importante realizar los estudios correspondientes respecto a las consecuencias asociadas a
este tipo de plasticos.

3. Marco tedrico

Como se menciona anteriormente, estas caracteristicas de polimerizacion le permiten
al PMMA-PU convertirse en nanoparticulas en condiciones de temperatura ambiente y
exposicion solar. Esto se observa por un proceso de emulsion de las mondémeros del plastico,
que en contacto con el sol por un periodo aproximado de 5 minutos, comienza a generar las
pequefias micelas del material, formando asi las nanoparticulas (Rodriguez-Hernandez et al.,
2020).

Por otro lado, se han realizado estudios de internalizacion para identificar los posibles
efectos citotoxicos de NP’s de PMMA-PU en lineas celulares humanas como el BHK-21
(Mahadevan & Valiyaveettil, 2021), y HCT15 (Rodriguez-Hernandez et al., 2020) asi como
Raw 264.7 con nanoparticulas de PET, para identificar los posibles efectos citotdxicos de
estos compuestos. En el caso del estudio de Raw 264.7 se observé una alteracién en la
produccion de ROS, alterando el ciclo de proliferacion celular (Aguilar-Guzman et al., 2022).
Ademas, existen estudios de internalizacion de nanoplésticos de PS en macrdfagos, para
observar las afectaciones a la linea celular. En estos trabajos se concluyd que el tamafio de
particula es fundamental en la internalizacién y se conoce un mecanismo de endocitosis por
diferentes vias, dependiendo del tipo de particulas de PS estudiada (PS50, PS500 y PS5000)
(Liuetal., 2021).
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La bioacumulacion regularmente se observa en érganos cémo el intestino, el rifion, el
higado y en ocasiones en los pulmones y el corazén, por ello, es importante estudiar lineas
celulares asociadas a estos 6rganos, para desvelar los mecanismos de internalizacién y la
reaccion y efectos directos sobre las células en ensayos in vitro (Yong et al., 2020). Una de
las lineas ampliamente utilizada para estos estudios, conocidos como estudios citotoxicos, es
la linea de adenocarcinoma colorrectal, especificamente la linea HCT15 (Guo et al., 2016).
Esta linea celular, presenta una morfologia y fisiologia muy similar a las células sanas,
presentando una reproducibilidad en los ensayos. Por ello, se espera obtener un analisis de
los efectos que presenta la linea celular HCT15 en presencia de nanoparticulas de PMMA -
PU extraidas a partir de residuos obtenidos de impresoras 3D.

4. Justificacion

La contaminacion ambiental por plasticos, su ubicuidad y la alta exposicion que tiene el ser
humano a estos, ha aumentado de manera exponencial en los Gltimos afios, lo que causa una
preocupacion constante en la poblacion. Aunado a esto, recientemente se ha reportado una
nueva fuente de nanoplasticos provenientes de los desechos generados por impresoras 3D,
que debido a un manejo inadecuado y su facil dispersion en el agua pone sobre la mesa el
riesgo de su incorporacion a la cadena alimenticia y, por ende, un alto riesgo de ser ingerido
por el ser humano. Por lo anterior, es necesario conocer los efectos que puedan ocasionar los
nanoplasticos a nivel celular en estudios in vitro para encontrar alteraciones celulares
especificas que sirvan de modelo para posteriores estudios in vivo. Por lo tanto, en el presente
trabajo se realizard un estudio in vitro de citotoxicidad de las nanoparticulas (NP’s) de
polimetilmetacrilato-poliuretano (PMMA-PU) con la linea celular HCT15, para determinar
las concentraciones a las cuales existe una alteracion de sus funciones celulares. Este modelo
celular presenta caracteristicas funcionales similares a la célula que conforma una barrera
epitelial intestinal.

5. Objetivos
Objetivo General

- Estudiar los efectos citotdxicos de las particulas de PMMA-PU sobre la linea celular
HCT15.

Obijetivos Especificos

- Analizar los efectos de las nanoparticulas de PMMA-PU en la viabilidad y
proliferacion celular de la linea celular HCT15.

- Determinar la concentracion critica de nanoparticulas de PMMA-PU que afecta la
viabilidad de la linea celular HCT15 en ensayos in vitro.

- Estudiar la relacion que existe entre la viabilidad celular y la biomasa celular.
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- Analizar el efecto en la liberacion de nitritos de las células HCT15 en presencia de
las nanoparticulas PMMA.

- Estudiar el dafio a las células por medio del marcaje y la identificacion de las
mitocondrias por medio de microscopia confocal.

6. Hipotesis

La linea celular de adenocarcinoma de colon (HCT15) tendra una respuesta citotoxica por la
interaccidn con nanoparticulas de polimetilmetacrilato-poliuretano (PMMA-PU), alterando
su morfologia y sus funciones celulares.
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7. Metodologia
7.1 Caracterizacion de nanoparticulas

Las particulas utilizadas fueron un copolimero PMMA-PU producido por un proceso de
polimerizacion por emulsificacion (resina/etanol), donde la polimerizacion se da por
exposicion a radiacién ultravioleta (Rodriguez-Hernandez et al., 2020). Las nanoparticulas
fueron obtenidas a partir de residuos de impresion 3D. Para su caracterizacion se
suspendieron las particulas en etanol al 99% y se homogenizo, se extrajeron 100 pL y se
afiadié a 900 pL de PBS previamente colocados en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se
ultrasonico la muestra por 1 minuto y se extrajo 1 mL de muestra para colocar sobre una
celda desechable con capilares (Malvern) para su posterior caracterizacién por dispersién
dindmica de luz (DLS) (Malvern Zetasizer Nano). Se realizo la misma medicion para una
muestra suspendida en DMEM suplementado.

7.2. Ensayos de toxicidad in vitro
7.2.1. Linea celular

La linea celular HCT15 (ATCC, 2021) proviene del aislamiento del intestino grueso de un
paciente varon con cancer colorrectal (Dukes C), la cual tiene una morfologia epitelial y un
crecimiento adherente. Para el mantenimiento y los experimentos de citotoxicidad con la
linea celular HCT15, se utilizd el medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Sigma Aldrich), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Mayimex) y
antibiotico-antimicotico (anti-anti) al 1% (Sigma Aldrich). ElI mantenimiento y los
correspondientes ensayos con la linea celular se llevaron a cabo siguiendo la guia de
mantenimiento de cultivo celular de Thermo Fisher Scientific (Guidelines for Maintaining
Cultured Cells).

7.2.2 Mantenimiento de la linea celular HCT15

El primer paso fue descongelar la linea celular, la cual se encontraba en tubos de
criopreservacion. Se descongeld el criotubo a temperatura ambiente y rapidamente se vertid
el contenido en un tubo Falcon™ de 15 mL previamente llenado con 2 mL de medio de
cultivoy 2 mL de PBS 1X (pH 7.4). Se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos. Se elimind
el medio de criopreservacion y se afiadieron 6 mL de medio de cultivo DMEM suplementado,
se homogenizd y la suspensién se coloco en una placa de cultivo de 6 cm de didmetro y se
incubo a 37°C y 5% de CO> hasta el 80% de confluencia para poder llevar a cabo los ensayos
con las nanoparticulas

Una vez alcanzada la cantidad necesaria de células, se retird el medio, se lavaron las
células con 5 mL de PBS 1X y se despegaron de la superficie de la placa Petri con 0.5 mL
de tripsina+EDTA (Sigma Aldrich) y se incubaron por 3 minutos a 37°C. Posteriormente, se
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agrego6 0,5 mL de medio completo y se centrifugaron en un tubo Eppendorf™ a 1250 rpm
por 5 minutos, se retird el sobrenadante y se afiadio 1 mL de DMEM suplementado nuevo.
Posterior a ello, se cont6 el nimero de células mediante el uso de la cAmara de Neubauer y
se determind que los ensayos subsecuentes se realizaran con un total de 10,000 células por
pozo.

7.2.3 Viabilidad y Proliferacion celular

La linea celular HCT15 es muy utilizada en estudios in vitro en 2 y 3 dimensiones (ATCC,
2021). Su fisiologia de célula epitelial permite observar los cambios conformacionales al
estar en contacto con agentes externos que alteren la estabilidad de su estructura o causen
dafios a nivel genico (Singh Yadav et al., 2019). Por ello, se realizd la evaluaciéon de
proliferacion celular de la linea HCT15 mediante un ensayo colorimétrico utilizando el
reactivo AlamarBlue® (Sigma Aldrich). Para esto, se colocaron diferentes concentraciones
(2 mg/mL, 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL, 100 ng/mL y 10 ng/mL), ademés de un control
positivo (células sin estimulo) y uno negativo de viabilidad (DMSO 10%) en una placa de 96
pozos. Se colocaron las siguientes pruebas: para las filas de pozos de la A a la F se colocaron
170 pL de medio DMEM maés 10 pL de medio con células (10 000 células) mas 20 uL de
medio con la concentracion correspondiente de PMMA-PU. Para el control positivo se
afiadieron 190 uL de medio DMEM maéas 10 puL de medio con células y para el control
negativo se afiadieron 170 puL de medio DMEM mas 10 uL de medio con células mas 20 pL
de dimetilsulfoxido (DMSO) como se observa en la figura 4. En todos los casos el volumen
final fue de 200 pL. Los tratamientos fueron incubados durante 7 diasa 37°C y 5% CO.y se
realizaron mediciones cada 24 horas.

1 mg/ml +—
100 pg/ml +—
10 pg/ml +—
1 pg/ml +—
100 ng/ml +—
10 ng/ml +—

C+ +—

T O T mMOO m@ >

C- «—

90000
000000000 O

Figura 4. Representacion gréafica del ordenamiento del ensayo de proliferacion (el volumen final de todas las
muestras fue de 200 zL).
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Posteriormente, pasados los correspondientes tiempos de incubacion se depositaron
20 pL del reactivo AlamarBlue® (10% v/v) a todas las muestras y se volvieron a incubar a
37°C y 5% CO.. Pasadas 4 horas se tomo el sobrenadante de las muestras y se deposito en
una nueva placa de 96 pozos para determinar su fluorescencia a una longitud de onda de
560/590 nm de excitacién/emision con un espectrofluorimetro (Cary Eclipse, Agilent) para
determinar la reduccion del compuesto resazurina. Se repitio el mismo proceso para cada uno
de los siete dias.

Para tener un registro visual de los cambios morfolédgicos de las células, después de
cada medida se tomaron fotografias por medio del microscopio de fluorescencia (Olympus
BX51). Este registro se realizé unicamente durante los primeros tres dias, ya que, en algunos
casos, la cantidad de células impidié una correcta visualizacion.

7.2.4 Medicidn de proteina

Por medio de técnicas colorimétricas como el MTT o la resazurina (indicadores indirectos de
viabilidad), en ocasiones se puede realizar un seguimiento en el tiempo de proliferacion
celular como en este caso de la linea celular HCT15, no obstante, una técnica para medir el
incremento en la biomasa es por medio de la cuantificacion de la proteina. Para realizar este
ensayo se requirio recuperar las células de los primeros tres dias del ensayo anterior, con la
concentracion de 10 pg/mL y el control positivo. Se comenzd por despegar las células
mecanicamente de los pozos, con ayuda de un gendarme. Posteriormente, las células fueron
recolectadas y resuspendidas vigorosamente en un tubo Eppendorf™ de 15 mL y
centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. Se retir6 el sobrenadante, se afiadieron 100 uL de
PBS 1X pH 7.4 y se resuspendié por medio de vortex y finalmente, las muestras se
almacenaron a -20°C, hasta la realizacion del ensayo. Una vez realizado el procedimiento
anterior para cada dia, todas las muestras se ultrasonicaron (Vibra CellITM VCX 600, Sonics
& Materials Inc) con una amplitud de 25% por 2 minutos con intervalos de 10 segundos de
sonicado por 10 segundos de descanso, para la ruptura total de las células

Para realizar la cuantificacion de proteina, se utilizo el kit de proteina Pierce™ BCA
(ThermoFisher), y una placa de 96 pozos para colocar las muestras y la curva patrén, cémo
se observa en la figura 5A. Se colocaron 25 L de la solucion de célulasy 25 pL de diferentes
concentraciones (250 mg/mL, 125 mg/mL, 62.5 mg/mL, 31.25 mg/mL, 15.625 mg/mL y 0
mg/mL) de la solucion estdndar de albumina de suero bovino (BSA) para realizar la curva
patréon. Se afiadieron 100 uL del agente de trabajo acido bicinconinico: (BCA) a una
concentracion de 50 partes de agente A por 1 de agente B, y se resuspendid delicadamente
para permitir la homogeneidad de la solucion. Se incub6 a 37°C por 30 minutos y se midio
la absorbancia a 560 nm (Multiskan GO), se tom6 como blanco PBS 1X. Por ultimo, se
realizo la curva patron (figura 5B) y se obtuvo la concentracién de proteina por dia de ensayo.
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Figura 5. A) Representacion grafica del ordenamiento del ensayo de proteina y B) la curva patron
correspondiente.

7.2.5 Nitritos

Es importante considerar que existe una respuesta de estas células al agente extrafio al que se
somete durante los ensayos, que en este caso son nuestros nanoplasticos. Un parametro
importante que ayuda a analizar esta respuesta es la medicion de nitritos. Estos son
compuestos importantes para el metabolismo de nutrientes, como sucede en el intestino, en
el cual se genera una absorcion de nutrientes por medio de células epiteliales aportando
nitritos y nitratos al sistema (Jobgen et al., 2007). Por lo tanto, es importante cuantificar los
nitritos en el medio de cultivo en presencia y ausencia de nanoparticulas de PMMA-PU. Para
ello, se determiné la concentracion de nitritos (NO2) que se deriva de dos productos de la
transformacion de oxido de nitrdgeno. Se utilizo una placa de 96 pozos donde se colocaron
10,000 células por triplicado para cada condicion a evaluar (1 mg/mL, 100 pug/mL, 10 pg/mL,
1 pg/mL, 100 ng/mL y 10 ng/mL), ademas de un control positivo (células sin estimulo) y
uno negativo (DMSO 10%) en un volumen final de 200 uL por pozo.

El ensayo se realiz6 por un periodo de tres dias y por triplicado. Transcurridas las
primeras 24 horas, las células se sometieron las muestras a una prueba con el agente Griess
(Sigma Aldrich), para lograr determinar la concentracion de nitritos por la absorbancia
obtenida en el sobrenadante de la muestra. El reactivo Griess se preparo disolviendo 10 g de
Griess en polvo en una solucion de 25 mL de agua destilada. Posteriormente, se extrajeron
50 pL de cada pozo, se colocaron sobre una nueva placa y se afiadieron 50 pL de reactivo de
Griess (figura 6A). Las muestras, se incubaron por 20 minutos a temperatura ambiente
protegido de la luz. Por Gltimo, se midié la absorbancia a 540 nm. Se realizé el mismo proceso
alas 48y 72 horas.

De igual manera, se realizé una curva patrén por triplicado (figura 6B) para obtener
la correlacion de la absorbancia y determinar la concentracion correspondiente de nitritos en
cada una de las muestras analizadas. Se tomo en cuenta que, la concentracion de nitritos es
directamente proporcional a la generacion de 6xido nitrico.
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Figura 6. A) Representacion grafica del ordenamiento del ensayo de nitritos y B) la curva patrén
correspondiente.

7.2.5.1 Nitroprusiato de sodio

El nitroprusiato de sodio es un vasodilatador arteriovenoso. Por su potente accion
vasodilatadora, produce una disminucion de la resistencia vascular periférica y un marcado
descenso de la presion arterial. Al igual que los nitratos, actia como un donador de 6xido
nitrico (Hottinger et al., 2014). Por otro lado, se sabe que las nanoparticulas pueden adsorber
facilmente moléculas disueltas en el medio, por lo que se analizé la adsorcion de nitroprusiato
de sodio por nanoparticulas de PMMA-PU. Para analizar esto, se preparo una solucion stock
de nitroprusiato de sodio de 20 mg/mL, de donde se extrajeron 50 uL para preparar una
solucién madre de 1 mg/mL diluido en PBS 1X (pH 7.4). De la solucion madre, se extrajeron
50 pL y se afadié a la solucion de PBS 1X con 1 mg/mL de NP’s de PMMA-PU. Se incub6
a 30 °C en agitacion constante (200 rpm). Para determinar la disminucion del nitroprusiato
de sodio en el medio, se realizé una medicion de absorbancia desde el tiempo 0 y cada 24
horas por un periodo de siete dias en el espectrofotometro (Multiskan GO) a una longitud de
onda de 395 nm en una celda capilar.

7.2.6 Apoptosis

Con la obtencion de la cantidad de nitritos existentes en el cultivo con estimulo, se puede
relacionar si existe 0 no un proceso de muerte celular ocasionado por la presencia de las
nanoparticulas. Uno de los mecanismos a los que puede tender la linea celular por la
liberacién de nitritos es la apoptosis 0 muerte celular programadas (Fu et al., 2015). Para
determinar si este mecanismo estd presentandose en las células HCT15, se recurrié al
procedimiento de tincion por naranja de acridina. Este método, permite analizar visual y
experimentalmente la muestra y determinar a través de un cambio de color en la tincién por
medio de fluorescencia, la muerte celular y la viabilidad existente en la muestra.

24



7.2.6.1 Naranja de Acridina

Primero, se prepard la solucion madre disolviendo 5 mg de naranja de acridina (Sigma
Aldrich) en 1 mL de agua destilada y se almacené a 4 °C. Posteriormente, se preparé la
solucidn de trabajo extrayendo 0.1 mL de solucién madre y afiadiendo 5 mL de agua destilada
con 0.05 mL de &cido acético glacial.

Para el ensayo, se utilizé una placa de 12 pozos donde se colocé un volumen de 2 mL
por pozo. Se afiadio una cantidad de 200 pL de concentracion de PMMA-PU (10 pg/mL y 1
pg/mL) y 30,000 células en DMEM suplementado. En el control positivo se afiadieron las
30,000 células con el medio DMEM vy, para el control negativo se afiadieron 30,000 células
con medio DMEM y 200 uL de DMSO (10% v/v). Una vez montado el ensayo, se incubd a
37 °Cy 5% CO,. Pasados los correspondientes tiempos de incubacion se depositaron 200 pL
de la solucion de trabajo y se dejé incubar a 37 °C y 5% CO, por 30 minutos. Este proceso
se repitid para cada dia de incubacién. Por Gltimo, se observaron las muestras en el
microscopio de fluorescencia (LS720, Etaluma, filtros rojo y verde con ex/em de 580-
598/612-680 nm y 473-491/502-561 nm respectivamente) a una magnificacion de 20x.

7.3 Mito-ID® Red

Por ultimo, otro pardmetro para determinar el dafio celular se realiz6 observando la integridad
de las mitocondrias por medio de una tincion especifica para estos organelos, con la finalidad
de observar si existe un dafio parcial o permanente en el nimero de mitocondrias y su
estructura fisica, que puede significar un dafio a nivel celular. Esta tincion permite observar
a las mitocondrias presentes en las células, para ello, se mont6 un ensayo de tres dias con la
concentracion de 10 pg/mL de PMMA-PU. Se utilizé una placa de 12 pozos con cubreobjetos
previamente esterilizados, uno para el control positivo, y otro para la muestra con NP’s.
Primero, se colocd poly-L-lisina sobre el cubreobjetos cubriéndolo por completo, y se dejé
por 20 minutos a temperatura ambiente para permitir la fijacion de las células. Se lavo con
200 pL de PBS 1X pH 7.4 estéril. Se elimind el PBS sobrante y se afiadieron 25,000 células
de manera homogénea sobre el cubreobjetos. Se dejé reposando por aproximadamente 10
minutos y se afiadieron, con extremo cuidado, 2 mL de medio DMEM suplementado. Para la
muestra con NP’s, se afladieron 10s 10 pg/mL de NP’s a 10% del volumen total. Se incubd
el ensayo a 37°C y 5% CO..

Después de 24 horas, se retird con extremo cuidado el cubreobjetos, se colocé en una
placa nueva, se afiadieron 200 pL de glutaraldehido 2.5%, se cubrid y se almacené a 4 °C.
Una hora después se afiadié PBS 1X para evitar evaporacion. Este proceso se repitié para
cada muestra y por los siguientes 2 dias. Una vez terminado el ensayo, se comienza con el
proceso de tincion.

Las muestras se lavaron con PBS 1X por triplicado a temperatura ambiente, luego se
lavé tres veces con PBS-Triton (1:20) y enseguida se afiadio PBS 1X-Tritdn (1:20) més
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albumina de suero bovino (BSA) al 2 %. Las preparaciones se cubrieron de la luz y se
incubaron durante 1 hora a 37°C. Después, se lavo tres veces con PBS 1X y tres veces PBS
1X-Tritdn (1:20). Se retird el PBS 1X-Triton (1:20), se afiadio la solucion de faloidina 594
en PBS 1X-Triton(1:40) (ImmunoCruz) y se incub6 a 37 °C durante una hora. Para tefiir con
Mito Tracker, se lav tres veces con PBS 1X y tres veces PBS 1X-Triton (1:20), se afiadieron
100 pL de la solucién de Mito Tracker (Abcam) y se incubd por media hora, cubriendo
completamente de la luz.

Se retird cada cubreobjetos de la placa y se elimind el exceso de solucion
cuidadosamente con una toallita. Se afadieron dos gotas de 10 pL de glicerina/PBS 1X
(50/50) sobre el portaobjetos y se colocd cada cubreobjetos en una gota, cuidando que las
células estén en contacto con el portaobjetos y que la glicerina cubra completamente el
cubreobjetos. Por ultimo, se fijé el cubreobjetos y se guardaron las muestras a 4 °C
protegiéndolas de la luz. Se observaron las muestras en el microscopio confocal Olympus
FluoView FV1000 con amplificacion de 40x y 2.5x digital.

Andlisis estadistico

Los analisis de viabilidad, proliferacion y nitritos se realizaron por triplicado en
ensayos independientes. Los resultados estan representados en valores de la media aritmética
(Ec 1) y su desviacion estandar (Ec 2).

>

I (Ec. 1)

DE= [Zpl” (Ec. 2)

-

Donde X es la media aritmética, DE es la desviacion estandar, 3 significa la sumatoria
de los valores, x; es el valor del i-ésimo nivel del factor, pu es la media del conjunto de datos
y N es el nimero de datos (Khan Academy, 2021; Thakur, 2021). Adicionalmente a los
ensayos de viabilidad, proliferacion y nitritos, se les realizd un anélisis estadistico de
ANOVA de una via, el cual responde a la ecuacion:

Ho: pu=po="--=p (Ec. 3)
Donde Ho es la hipdtesis nula y pi es la medida del i-ésimo nivel del factor (JMP, 2020).
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8. Resultados
8.1 Caracterizacion de nanoparticulas

Las NP’s de PMMA-PU fueron caracterizadas por DLS en diferentes medios, analizando las
muestras por triplicado para cada medio. En la suspension de NP’s en agua (figura 7A), se
obtuvo un promedio 250 nm de didmetro hidrodinamico con una potencial zeta de -26.1 mV.
Se pudo observar que existe una distribucion de tamarfios entre 50 y 650 nm, confirmando
una aglomeracion de particula en el medio. Esas mismas particulas, fueron resuspendidas en
PBS 1Xy en este caso, se observo que el didmetro hidrodindmico promedio fue de 32.64 nm
y un potencial Z de -10.3 mV. Se distinguieron dos picos de distribucion de tamafio bien
definidos, el primero se muestra con diametros ente 5y 15 nm y el segundo con diametros
entre 20 y 150 nm, tal y como se aprecia en la figura 7B. Sin embargo, hubo una menor
cantidad de particulas aglomeradas presentando diametros entre 200 y 1000 nm.

A Distribucion de tamafio por intensidad

N

Potencial Z: -26.1 mV

IS

(=]

§
= 8
]
Z 6
3
£ 4
2 /:
0 o L |
0.1 1 10 100 1000 10000
Tamaiio (d. nm)
8 .
.k Potencial Z: -10.3 mV
~6f
=X
Dl |
Tz 4T ‘
7
S,
1+ f |
0 F— ! .
0.1 1 10 100 1000 10000
Tamafio (d. nm)

Potencial Z: -8.46 mV

Intensidad (%)
[=) — [8S) W ~ wn [=. ~a

10 100 1000 10000
Tamafio (d. nm)
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Adicionalmente, se realizé una caracterizacion de las nanoparticulas de PMMA-PU
en el medio DMEM para analizar la influencia de los componentes del medio en la
aglomeracion de estos nanoplasticos. Los resultados mostraron la misma distribucion de
didmetros hidrodinamicos que en el caso del PBS 1X, pero con una mayor tendencia a la
aglomeracién, debido a que los dos picos con la mayor proporcién presentan un solapamiento
entre ambas curvas, formando un punto de aglomeracion y sumando las curvas de
distribucion. Esta vez se obtuvo un diametro hidrodindmico promedio de 38.11 nm ademas
de un potencial zeta de -8.5 mV. Fue posible observar que el nimero de aglomeraciones de
mayor diametro hidrodindmico (entre 200 y 1000 nm) fue mucho menor con respecto al PBS
1X.

No se observaron diferencias de tamario significativas entre las particulas en PBS y
medio de cultivo celular, ya que ambas curvas mantienen tanto su distribucion como su
relacion (Figura 7B y 7C). La variacion que existe entre los tres potenciales Z son un indicio
gue mientras se mantengan las particulas en el medio de cultivo o en PBS, su variacién en el
tamafio sera menor debido a que tienen una menor tendencia a aglomerarse.

8.2 Ensayos de toxicidad in vitro

En esta seccion se analiz6 la interaccion de la linea celular HCT15 con diferentes
concentraciones de nanoparticulas de PMMA-PU.

8.2.1 Proliferacién celular

Para conocer los efectos que tienen las NP’s sobre la linea celular, fue necesario entender su
comportamiento con el paso de los dias. Esto se pudo lograr estudiando los ciclos de
proliferacion en las células durante un periodo de 7 dias. Por ello, se realiz6 el analisis del
porcentaje de fluorescencia de la resorufina respecto al control positivo, por un intervalo de
7 dias, para determinar la concentracion de NP’s que causaba una mayor afectacion en la
proliferacion celular.

Este método espectroflourimérico permitié determinar el porcentaje de células vivas
en cada una de las concentraciones en comparacion con las células sin estimulo, como se
muestra en la figura 8. Las primeras 24 horas mostraron un incremento considerable en la
concentracion de 1 mg/mL teniendo un crecimiento de aproximadamente 130% respecto al
control positivo. De igual manera, las concentraciones de 100 y 10 ng/mL presentaron una
disminucion en la reduccion de la flourescencia de la resazurina, de 80% y 85%
respectivamente (figura 8A).
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Figura 8. Anélisis de reduccion de resazurina vs control de viabilidad celular de la linea HCT15 mediante AlamarBlue a 570 nm, en presencia de diferentes
concentraciones de microplastico de PMMA-PU durante las primeras A) 24, B) 48, C) 72, D) 96, E) 120, F) 144 y G) 168 horas. La diferencia no es significativa
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Figura 9. Imagenes obtenidas con microscopio fluorescente en un ensayo de proliferacion por un periodo de tres dias.
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Pasadas 48 horas, se observo una disminucién importante en la reduccion de la
fluorescencia de la resazurina en las células expuestas a 1 pg/mL (60 %) en comparacion con
las células control. No obstante, podemos decir de manera general que todos los valores de
la media aritmética se encontraron por debajo de los valores del control. Sin embargo, al
momento de hacer el andlisis estadistico de ANOVA estas muestras no presentaron
diferencias significativas (figura 8B). Transcurridas 72 horas, la concentracion a la que se
observé una mayor disminucion (80 %) fue la de 1 mg/mL, de igual manera, todas las
concentraciones se encontraron por debajo de los valores normales (figura 8C).

Para el dia cuatro, la concentracion de 1 mg/mL siguié con valores muy por debajo
del control (70 %), ademas, las concentraciones de 1 pg/mL y 100 ng/mL también
disminuyeron considerablemente a un aproximado de 70% y 65 % respectivamente. Por otra
parte, aunque para 100 pg/mL la reduccion de la fluorescencia aumento a un 110%, el anélisis
de ANOVA indica que esta concentracion no presentd diferencias significativas respecto al
control (figura 8D).

Para el dia cinco, se observo un comportamiento muy particular, ya que entre menor
fue la concentracion mayor fue la proliferacion. De igual manera, 1 mg/mL mantiene la
misma tendencia con el menor porcentaje (figura 8E). No obstante, en el dia seis, todas las
concentraciones se encontraron por encima del valor del control positivo, ademas estos datos
mostraron un comportamiento similar al del dia cuatro. Sin embargo, en esta ocasion, se
observo que los datos que presentaron una mayor reduccion de resazurina, (140 % para las
concentraciones de 100 pg/mL y 10 ng/mL, y un 130% para la concentracion de 10 pg/mL),
el analisis de ANOVA indicO que estas concentraciones presentaron diferencias
significativas considerables comparadas con el control (figura 8F).

Por ultimo, en el séptimo dia se observd un comportamiento muy similar al dia
anterior, pero en esta ocasion todas las concentraciones presentaron valores de reduccion por
debajo del control positivo. En la grafica se ve que la maxima reduccion, de
aproximadamente 90 %, fue para las concentraciones de 100 pg/mL, 10 pg/mL y 10 ng/mL
sin presentar diferencias significativas. Al mismo tiempo, se aprecia que las diferencias
significativas mas grandes, fueron para las concentraciones de 1 mg/mL y 100 ng/mL.

8.2.1.1 Observacion de los cultivos celulares por microscopia optica

Ademas de analizar el comportamiento de la proliferacion, también es necesario analizar la
morfologia presentada por las células para determinar si las células que estan creciendo se
encuentran morfolégicamente normales o presentan alteraciones. Debido a esto, durante el
ensayo anterior se realiz6 un seguimiento de la morfologia de las células por microscopia
Optica. Dada la cantidad de imagenes obtenidas, solo se incluyeron las mas representativas
(figura 9). En este caso, las imagenes sélo se tomaron los primeros tres dias, ya que, hasta las
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72 horas existian cambios significativos en morfologia y nimero de células de las
concentraciones con respecto al control positivo.

En las primeras 24 horas las células presentaron una morfologia normal y la cantidad
de células vivas en las tres concentraciones es similar al control positivo. Cabe mencionar
que, en el caso de la mayor concentracion, se puede observar zonas muy oscuras y una
superficie rugosa, lo que corresponden a las nanoparticulas.

Transcurridas 48 horas de ensayo, podemos observar que la concentracion de 1
mg/mL tiene una mayor cantidad de células y que estas han comenzado a aglomerarse.
Después de 72 horas, se observo que en todas las concentraciones existe una gran cantidad
de células comparado con el control, similar a los datos obtenidos en el ensayo de viabilidad
celular (figuras 8C).

No obstante, en conjunto con los ensayos de proliferacion se observo que para 10
Hg/mL no hay variacion respecto al control positivo para 24 y 48 horas, pero se observo un
mayor crecimiento de las células a 72 horas (figuras 81, 8] y 8K). Sin embargo, aunque la
cantidad de células fue mayor, estas no cubrian la superficie de la placa y formaban cimulos
o0 aglomeraciones (figuras 8J y 8K), mostrando un crecimiento en vertical. Para los demas
ensayos se decidié trabajar con la concentracion de 10 pg/mL para los ensayos de proteina,
apoptosis y MitoTracker, ya que fue la minima concentracion a la que las células mostraron
cambios significativos.

8.2.2 Medicion de proteina

Debido a los cambios morfoldgicos presentes y tomando en cuenta los ensayos de
proliferacion, fue necesario entender el crecimiento celular por medio del incremento en la
biomasa. Esto se llevd a cabo cuantificando la proteina y para esto se selecciond la
concentracion de 10 pg/mL. De acuerdo con los resultados obtenidos, el control positivo
presentd un crecimiento constante en la concentracion de proteina con el paso de los dias
(figura 10), lo cual puede ser un indicador de una proliferacion continua de las células
estudiadas.

Con una concentracién de 10 pg/mL de NP’s de PMMA-PU, en las primeras 24 horas
se determind una mayor concentracion de proteinas con tres veces mas proteina respecto al
control con 475 mg/mL y 135 mg/mL respectivamente, indicando una actividad alta de
proliferacion. Sin embargo, a las 48 horas, la concentracion de proteina era muy similar al
control con valores alrededor de 250 mg/mL y aunque para las 72 horas se observé un
aumento, el crecimiento seguia siendo menor al control donde se obtuvo 400 mg/mL para el
control y 310 mg/mL para la concentracion de NP’s, tal y como se muestra en la figura 10.
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Para determinar la relacion entre la cantidad de biomasa existente y el crecimiento
celular, se realizd una comparacion entre la concentracion de proteina y la proliferacion
obtenida en los ensayos anteriores, utilizando la fluorescencia obtenida para la concentracion
de 10 pg/mL durante los primeros 3 dias. Los resultados que se observan en la figura 9
muestran que, la proliferacion mantiene valores de fluorescencia muy similares entre el
control y las células con NP’s para cada uno de los dias de experimentacion. Sin embargo, la
cantidad de biomasa mostro comportamientos diferentes ya que en el caso del control el
incremento de la fluorescencia estaba directamente relacionada con el incremento en la
biomasa, mientras que los valores de fluorescencia obtenidos de las células en presencia de
nanoplasticos, no mostro estar relacionado con el incremento en la biomasa (Figura 10).
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Figura 10. Ensayo de medicién de proteina por medio de BCA y evaluacion del cambio en la cantidad de
proteina respecto a la proliferacién celular.

8.2.3 Nitritos

El incremento de nitritos en las células esta relacionado a una respuesta pre-inflamatoria de
estas células epiteliales. Una respuesta pre-inflamatoria continua, puede generar
complicaciones médicas como colitis (Kolios et al., 1998). En este caso, Las HCT15 al ser
células epiteliales, son células dedicadas a la absorcion de nutrientes permitiendo su paso
hasta los vasos sanguineos adyacentes al musculo liso o involuntario. Es por eso, que la
produccion o inhibicion de los nitritos tiene una consecuencia directa en las funciones o
mecanismos de accion de las células posteriores como lo puede ser una respuesta inflamatoria
(Kolios et al., 1998). Por esta razon, se realiz6 la medicién de nitritos mediante la prueba de
Griess. La figura 11 muestra los resultados obtenidos de la concentracidén pM de 6xido nitrico
para las diversas concentraciones de NP’s de PMMA-PU durante 3 dias.
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Los resultados muestran que, a las 24 horas, las concentraciones de 100 pg/mL, 10
pug/mL, 1 pg/mL, y 10 ng/mL tuvieron una menor cantidad de nitritos y presentaron
diferencias significativas respecto al control positivo. Sin embargo, el dato mas
representativo se obtuvo a las 48 horas, ya que la concentracion de nitritos en el medio
incremento con respecto al dia anterior en todas las concentraciones a excepcion de 10
ug/mL. ElI mayor incremento se obtuvo en la concentracién de 1 mg/mL. No obstante, y
contrario a lo que esperariamos, a las 72 horas la concentracion disminuyé drasticamente,
mientras que la concentracion de 1 mg/mL fue la Gnica que present6 diferencias significativas
respecto a los datos obtenidos del control positivo.

8.2.3.1 Absorcion de éxido nitrico por las NP ’s.

Debido a los resultados anteriores asociados al incremento a 48 horas y la rapida la caida de
la concentracidn de nitritos que se observo a las 72 horas y sabiendo que el nitroprusiato de
sodio es usado comunmente como donador de oOxido nitrico (NO). Entonces, se puede
determinar si existe una absorcion de nitritos si la concentracion de nitroprusiato de sodio
disminuye con el tiempo. Se realizd un anélisis de la disminucion de la concentracion de
nitroprusiato de sodio en el medio, con la concentracion de 1 mg/mL, para determinar si lo
observado se debid a una absorcion por parte de las NP’s. La medicién se realiz6 por un
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periodo de 7 dias, tomando en cuenta el dia 0, y los datos obtenidos se representaron en la
figura 12.
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Figura 12. Evaluacién de absorcion de Nitroprusiato de sodio para 1 mg/mL de PMMA-PU en una solucion
de PBS a una longitud de onda de 395 nm.

Los resultados mostraron que las NP’s absorben rapidamente el nitroprusiato de sodio
en el medio, ya que inicialmente al momento de colocar las nanoparticulas de PMMA-PU en
la solucidn con nitroprusiato de sodio (tiempo cero), se obtuvo un valor de absorbancia de
0.7017 u.a, y pasadas 24 horas se observo que esta absorbancia disminuyd considerablemente
a un valor medio de 0.2 u.a., la cual se mantuvo hasta el final del ensayo (168 horas). Aunque
a las 48 horas se observa un ligero aumento, se asocia a un error de manipulacion, ya que se
mantienen cerca del valor medio de los siguientes dias.

8.2.4 Apoptosis

Con el analisis de los ensayos anteriores, se conoce que existe una alteracion en el ciclo
celular, remarcando que, aunque visualmente por microscopia éptica hay un nimero elevado
de células, se desconoce el estadio celular en el que se encuentran. Por ello, se utiliz6 un
analisis rapido de apoptosis, para comprobar si el total de células observadas por microscopia
se encontraban viables y poder determinar el tipo de muerte celular que se presentaba en las
células por la presencia de las NP’s utilizando una concentracion de 10 pg/mL. Se realiz6 un
seguimiento visual mediante el marcador de viabilidad el reactivo naranja de Acridina, el
cual ayuda determinar si la muerte celular es debido a apoptosis.
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Figura 13. Ensayo de naranja de acridina en un cultivo celular de HCT15 como control positivo por un periodo
de 3 dias.

Las imagenes obtenidas, mostraron la morfologia presentada por las células durante
un periodo de tres dias, asi mismo, se observd la intensidad de fluorescencia en las células
tefiidas, lo que permitié diferenciar entre células vivas (verde fluorescente) y muertas o en
apoptosis (naranja/rojo) tal y como se muestra en la figura 13. Analizando las imagenes
obtenidas, durante las primeras 24 horas, la morfologia en las células con NP’s comenz0 a
cambiar, tornandose esféricas, aunque la mayoria seguia en su forma mas extendida (figura
14A). También se observo que, respecto al control positivo (figura 13A), hubo una mayor
dispersion de las células, ya que se encuentran células entre las NP’s (figura 14A).
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Figura 14. Ensayo de naranja de acridina en un cultivo celular de HCT15 con una concentracion de 10 pg/mL
por un periodo de 3 dias.

Si hacemos un acercamiento a la figura 14D como se muestra en el recuadro blanco,
a las 48 horas, se logra observar en el caso de las células con NP’s que, la superficies de la
placa muestra una capa homogénea de células. La mayoria de estas células mostraban una
morfologia esférica y se observaron pequefios puntos dentro de las células, tal y como se
muestra en la figura 15a marcado por flechas.
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Analizando las imagenes de emision en verde (figura 14E), se observo que las células
del control positivo tuvieron poca distancia entre ellas, ya que hubo una distribucion celular
uniforme en la placa, caso contrario, las células con NP’s, ya que estas presentaron un mayor
espaciamiento entre ellas como se observa en los 6valos de la figura 15b.

LN Wi R P T PR -
Figura 15. Ampliacion de las figuras a) 13D y b) 13B, mostrando la morfologia esférica de la linea celular
HCT15 después de 48 horas de ensayo.

Por ultimo, en el tercer dia de ensayo, se observé que ninguna de las células incubadas
con NP’s, presentdé una morfologia similar al control, ya que un gran nimero de células
presentd una cantidad considerable de vesiculas en su interior y una apariencia granulosa,
como se sefiala en la figura 15a. Por otra parte, en este punto comenzaron a observarse
aglomeraciones de células esféricas, tal como se observaba en las imagenes de los ensayos
de proliferacion. Al observar la emision en verde (figura 16b), se pudo ver que la intensidad
se redujo considerablemente en las células anteriormente sefialadas, incluso fueron muy poco
visibles en esta emision.
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Figura 16. Ampliacion de las figuras a) 13G, b) 13H y c) 13I, mostrando la morfologia granulada de la linea
celular HCT15 después de 72 horas de ensayo.

Por otra parte, en la figura 16c, se observo que pocos fueron los nucleos de las células
que pudieron ser visibles con el filtro rojo. A pesar de que en la imagen de contraste de fases
parece que existe una saturacion de células (figura 14G), con el filtro verde la intensidad fue
muy poca para las celulas (figura 14H) observadas, mientras que en el caso del filtro rojo
(figura 141) la cantidad de células que fueron observables con este filtro fue muy similar a lo
observado en el control positivo en el mismo tiempo de estudio (figura 131). En este caso,
aunque esperabamos una mayor cantidad de células en apoptosis, las imagenes obtenidas no
mostraron que existiera una diferencia significativa respecto al control positivo.
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8.3 Mito-ID® Red

Uno de los dafios que pueden ocasionar la presencia de nanoparticulas en las células, puede
llevarse a cabo en las mitocondrias. Para poder llevar a cabo este analisis, se realizaron
observaciones por microscopia confocal después de realizar el marcaje de las mitocondrias
(MitolD) y las fibras de actina (faloidina 549), como se observa en las figuras 17 y 18.

Las imagenes muestran como a las primeras 24 horas, se observa una colocalizacién
de la sefial de las mitocondrias y la actina filamentosa (en amarillo) tanto en las células sin
estimulo como en las células en presencia de NP’s, esto se muestra encerrado en el circulo
blanco de las figuras 17C y 18C respectivamente. Después de 48 horas, podemos observar
en el Gvalo blanco de la figura 17F que las mitocondrias se encontraron cerca del nucleo,
pero con menor intensidad con respecto al dia anterior; sin embargo, el nimero de
mitocondrias fue similar. Ademas, esta célula contiene cerca del ntcleo lo que parece ser una
vesicula de tamafio regular (flecha de la figura 17F), pero en el lado opuesto a las
mitocondrias (circulo blanco). Para las 72 horas, fue imposible diferenciar entre la tincion
para mitocondrias y las fibras de actina lo que al parecer era una sobreposicion de las sefales,
no obstante, fue posible identificar a las mitocondrias, como se observa en la figura 17G
(6valo blanco).

Para las células con 10 pg/mL de NP’s, las imagenes fueron muy diferentes ya que se
observo a las 24 horas una alta actividad mitocondrial, lo cual se puede ver claramente debido
a la intensidad de amarillo (figura 18C). Otro punto destacable es que el nimero de
mitocondrias existentes fue mayor con respecto al control, pero su ubicacion se localizd
completamente rodeando al nucleo como se observa en el circulo blanco de la figura 18C.

Es importante mencionar que, a partir de las 48 horas, la intensidad del rojo comenz6
a aumentar drasticamente en las muestras que contenian NP’s de PMMA-PU por lo que la
figura 18 muestra imagenes con una intensidad fija (figura 18D a 18l) que permite observar
los detalles presentados por la célula. Después de 48 horas, la célula con NP’s comenzé a
cambiar su morfologia a una forma mas esférica y con un nucleo de menor tamafio respecto
al control. Al igual que a las 24 horas, existe un mayor nimero de mitocondrias respecto al
control, esta vez localizadas alrededor del nicleo y localizadas cerca de la gran cantidad de
vesiculas formadas, como se sefiala con las flechas blancas en la figura 18F, lo que muestra
un aspecto granulado en la célula (figura 18D).
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Figura 17. Imagenes del control positivo de la linea celular de HCT15 obtenidas por microscopio confocal.
Las mitocondrias fueron tefiidas con MitolD Red (rojo/amarillo), la actina con faloidina 594 (rojo) y los
nucleos con Hoeschst 33342 (azul). Todas las imagenes presentan la misma escala mostrada en la figura A.
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Figura 18. Imagenes de la concentracion de 10 pg/mL de NP’s en la linea celular de HCT15 obtenidas por
microscopio confocal. Las mitocondrias fueron tefiidas con MitolD Red (rojo/amarillo), la actina con faloidina
594 (rojo) y los nacleos con Hoeschst 33342 (azul). Todas las imagenes presentan la misma escala mostrada

en la figura A.
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De manera dréastica, a 72 horas, la celula con NP’s present6 una gran cantidad de
vesiculas, y el tamafio de estas vesiculas fue considerablemente mayor como la sefialada con
la flecha blanca de la figura 181. Se puede observar que esta vez, las mitocondrias se
encontraron sobre la zona de mayor incidencia de vesiculas y la intensidad del rojo es muy
alto, lo que dificulto apreciar las mitocondrias de manera individual, como se observa en el
6valo blanco de la figura 181. Aunque la célula no se observa muy esférica, la morfologia no
es tan extendida y alargada cémo se observo en el control positivo (figura 17G).
Adicionalmente se pudo observar en la figura 18H (flechas blancas), la presencia de dos
puntos claramente definidos y marcados con Hoechst que pueden asociarse a particulas
internalizadas.
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9. Discusioén

Los avances tecnoldgicos son también una fuente de nuevos contaminantes, como es el caso
de los residuos de impresoras 3D, que se usan en la industria, en las escuelas, y muy
recientemente en los hogares de todo el mundo (Toor, 2019). Para poder predecir su
toxicidad, es importante conocer el tipo de interaccion que las nanoparticulas puedan tener
en medios fisiologicos, lo que determinard la naturaleza de la corona formada sobre la
superficie de la nanoparticula y la cual afectard los mecanismos de internalizacion. En
nuestro caso, el medio de cultivo utilizado para el mantenimiento celular in vitro de las
células HCT15 fue utilizado para determinar la variacion en el radio hidrodindmico y el
potencial zeta. Los resultados mostraron diferencias dependientes del medio en donde estan
suspendidas las nanoparticulas de PMMA-PU.

Se observé que el didmetro hidrodindmico de las particulas en el agua fue mayor, con
un potencial Zeta de -26 mV, lo que indicaria una menor tendencia a la agregacion. Esto
debido a las interacciones por la polaridad y la carga superficial de las NP’s y del agua. Por
otra parte, los resultados en el PBS 1X y el DMEM suplementado, mostraron la separacion
de los didmetros hidrodinamicos en dos grandes grupos en tamafios menores a los 100 nm.
Esta dispersion se puede asociar al contenido de los medios, donde las sales son un factor
influyente que permite que se den menos interacciones entre las particulas y asi su didmetro
hidrodinamico no aumente. EI PBS 1X al ser una solucion amortiguadora con fosfatos, que
permite mediante las sales, una interaccion baja entre las NP’s y el medio, por lo que causa
una mejor dispersion de las particulas. EI DMEM al contener glucosa, suplemento de suero,
glutamato, piruvato de sodio, rojo fenol, suero bovino fetal y PBS, las NP’s mantienen una
interaccion con las sustancias, sobre todo con el PBS, ya que se mantienen los dos picos
separadas, sin embargo se aprecid un incremento en la cantidad de particulas en el rango de
los 20 nm, lo cual puede estar relacionado con la composicion del DMEM suplementado, ya
que al contener otro tipo de compuestos como proteinas u oligoelementos, estos estan
también contribuyendo a la formacion de la corona lo que se traduce como un incremento en
el didametro hidrodinamico. Sin embargo, no se sabe cudl es el factor o compuesto especifico
que interactla sobre las NP’s, por lo que seran necesarios mas ensayos para poder analizarlo.

Analizando el potencial Z, se mostr6 que las particulas se veian atraidas por un
potencial positivo y presentaron una buena estabilidad de agregacion de particulas. Al
comprar los tres potenciales Z, se observéd que en el agua la resistencia a la agregacion es
mucho menor con respecto al medio DMEM suplementado y al PBS 1X, sin embargo, no
existe una diferencia significativa entre los medios. Esto demostrd que las particulas se
encontraban en la escala nano una vez que interaccionan con la linea celular con la que se
trabajo.

Al asegurar que se trabajo con NP’s y que la interaccion con el medio no afecta para
particulas de menor tamario, se pudo comenzar con los ensayos de viabilidad y proliferacion.
Con el ensayo de resazurina se obtuvo la fluorescencia de las células para estudiar tanto la
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proliferacion como la viabilidad, donde los primeros tres dias sirvieron como observacion en
la viabilidad celular y la continuidad de los 7 dias permitié observar la proliferacion. Se
observd que después de 72 horas, la viabilidad era muy baja, lo que supuso que las NP’s
presentaron un efecto toxico sobre la viabilidad de las células. Por otra parte, el ensayo
completo de 7 dias mostro que existié una alta proliferacion celular a partir del tercer dia,
indicando un punto critico en la proliferacion a partir de las 48 horas.

Durante los primero tres dias, los valores oscilan entre 80 % y 110 % mostrando que
no existe un efecto citotoxico tan notable. Sin embargo, a partir del cuarto dia, las diferentes
concentraciones comenzaron a presentar un comportamiento similar entre esos dias,
mostrando que los primeros tres dias son cruciales para los efectos que causa la
internalizacion de las NP’s. Dentro de los ultimos cuatro dias, los valores oscilan entre 70 %
y 140 %, y aungue el comportamiento se mantiene constante y muestra una proliferacion
regular para cada concentracion, las diferencias significativas son mayores para las
concentraciones afectadas en estos 4 ultimos dias, observando que existe un efecto citotoxico
continuo.

Comparando lo anterior con las imagenes, se demostrd que, a pesar de la alta
proliferacion al tercer dia, la viabilidad es baja pero la morfologia observada nos indica que
las células pueden estar sufriendo un proceso repentino de muerte celular, provocado por la
presencia de las NP’s en el medio. De acuerdo con la figura 15a, las células con una gran
cantidad de vesiculas, hecho que se observo tanto por fluorescencia con el naranja de acridina
como por microscopia confocal, pueden indicar un proceso de muerte celular por apoptosis,
ya que, en este tercer dia las aglomeraciones demostraron que las células no se encuentran
en su forma alargada normal, si no con una forma mayormente esférica. Esta morfologia
puede asociarse a que las células estdn tratando engullir las NP’s, causando una menor
interaccion entre ellas mismas.

Al comparar los valores de fluorescencia obtenidos en el ensayo de proliferacion, con
las imagenes de este mismo ensayo, se busco relacionar la cantidad de células activas con
respecto a lo observado, por lo que se cuantifico la cantidad de biomasa existente en el
ensayo. Esta medicidn se realizd por medio de la cuantificacion de proteina, donde la
variacion que existe entre la cantidad de proteina en el cultivo y la reduccion de resazurina
durante los tres dias, fue un indicativo de cambio en la fisiologia celular, obteniendo una
mayor actividad metabdlica en una menor cantidad de células. Esto justificaria por que
observamos una gran cantidad de células aglomeradas que comienza desde las 48 horas y a
las 72 horas, mostrando una placa con un alto grado de saturacion.

Para entender un poco mejor esta respuesta de las células, se cuantifico la liberacion
de nitritos en el medio, tratando de relacionar la actividad alta de proliferacion, con una
liberacién constante de nitritos. Se observo el aumento de nitritos a las 48 horas respecto al
control positivo, en especial con la concentracion de 1 mg/mL.
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Este incremento de nitritos en el medio es un factor que se ha visto relacionado como
una respuesta pre-inflamatoria de estas células epiteliales. De acuerdo con Kolios y
colaboradores, una respuesta pre-inflamatoria continua, puede generar complicaciones
médicas como colitis (Kolios et al., 1998). En este punto es importante mencionar que, para
el control negativo, los valores de nitritos en el medio son similares, se tiene que considerar
que solo tenemos un aproximado de entre 5y 10 % de las células vivas en el cultivo,
demostrando que tenemos valores relativamente altos de nitritos durante los primeros 2 dias.
Al cabo de 72 horas, observamos la disminucion rapida de estos nitritos en el medio. Esto se
puede asociar al menor nimero de células activas en el cultivo o a una absorcion de nitritos
en consecuencia de la polaridad de las NP’s de PMMA-PU.

Para comprobar si las particulas estaban absorbiendo los nitritos, se realizo el ensayo
con nitroprusiato de sodio, ya que, por medio de la reduccion de nitroprusiato de sodio, se
puede generar Oxido nitrico. Se observd que existe una caida abrupta para una posterior
estabilizacion de la concentracion, en una cinética de saturacion (figura 12). Las NP’s
adsorben rapidamente el nitroprusiato saturandose después de las primeras 24 horas de estar
en un medio con una concentracion alta de nitritos. Esto explica porque existe una caida de
nitritos después de 72 horas de exposicion a las NP’s, ya que a las 48 horas de exposicion se
disparo la concentracion de nitritos. La absorcion por parte de las NP’s dificulta dar una
explicacion precisa si es que existe 0 no una respuesta inflamatoria por parte de las células.

Para poder relacionar los efectos observados con algin mecanismo, se requirio de
analizar si las células tendian a un mecanismo de muerte celular. Con ello, se analizaron los
ensayos de apoptosis que se observa que para las primeras 24 horas, las células ain estan
adaptandose a la presencia de las nanoparticulas en el medio, por lo que la proliferacion y
adhesion celular se ve disminuida. La falta de adhesion y la poca proliferacion, permite que
la intensidad en la longitud de onda verde (supervivencia celular) sea igual tanto en el control
como en las celulas con estimulo.

Después de 48 horas, se asocié que las NP’s se han internalizado debido a los puntos
dentro de las células observados en las imégenes. Ademas, el espaciamiento existente entre
las células puede significar una produccion de mayor matriz extracelular o poca
comunicacion intercelular, esto puede causar en el cambio en la morfologia de las células o
alterar su proliferacion, por lo que se puede comenzar con un crecimiento en vertical.

Los cambios observados durante los dias anteriores dan pie a que, para las 72 horas,
las células tengan una morfologia granulosa. La granulosidad observada en las células se
asocia al intento de eliminacion de las NP’s por lo que se presenta un efecto de contraccion
de las células para terminar en una morfologia esférica. De igual manera, el cambio en la
intensidad de emision en verde indicé que muchas de las células estan comenzando a morir,
y a pesar de que la proliferacion se ve aumentada, la supervivencia de las células comienza a
ser muy baja, indicando que las 72 horas son un punto critico para las células.
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Al obtener que los tres primeros dias son cruciales para los efectos citotoxicos de las
NP’s en las células, se realizdo el estudio de tincidon y asi poder determinar cambio
morfol6gicos mas concretos. Con la tincidn con faloidina 594 y MitolD Red se pretendio
analizar tanto la actina filamentosa, como las mitocondrias por separado, sin embargo, la
sefial emitida en el confocal por ambos marcadores se sobreponia debido a que las longitudes
de onda de ambas tinciones eran muy cercanas. Para MitolD Red se tiene una longitud de
onda de excitacion/emisién de 579/599 y para faloidina 594 una de 581/609. Por ello, se tuvo
que utilizar el mismo filtro para ambas tinciones, dificultando la distincion entre cada una.
No obstante, la intensidad de la sefial de las mitocondrias era mayor a la de la actina
filamentosa.

Sabiendo esto, a las 24 horas de ensayo la aglomeracion de mitocondrias alrededor
del nicleo y su alta actividad asociada a la intensidad del amarillo con respecto al control son
una alteracion causada por NP’s de PMMA-PU que se encontraban en el medio, provocando
que el ciclo mitocondrial se viera afectado y existiera una sobreproduccién de mitocondrias,
lo que podria ser un indicio del comienzo de una apoptosis.

Después de 48 horas y 72 horas, la intensidad de las muestras para la tincion de
MitolD Red demostré una actividad mitocondrial muy alta. Pero pasadas 48 horas, la célula
estaba pasando por un proceso de respuesta a las NP’s, por lo que la vesiculacién elevada
mostro el intento de eliminacion o expulsion de las NP’s del interior de la célula. La presencia
de mitocondrias cerca de las vesiculas confirmo este evento, ya que se requiere de una alta
cantidad de energia para poder crear estas vesiculas y posteriormente expulsarlas.

Por Gltimo, transcurridas 72 horas, la cantidad de mitocondrias y la actividad
mitocondrial tan alta demostraron que el proceso de vesiculacion y el tamafio de las vesiculas
existentes estd aumentando, este proceso puede implicar la muerte apoptética de las células,
lo que explica la disminucion en la intensidad de emision en el ensayo de acridina, mostrando
que, aunque existe una cantidad de células alta, una gran parte de las células se encuentra en
un proceso de muerte celular.
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10. Conclusiones

Una de las rutas de internalizacion de nanoplasticos en el ser humano que mas preocupa es
por ingestion, por lo que es importante conocer los efectos que estos nanomateriales puedan
tener en modelos celulares. Por ello, a partir de las investigaciones y experimentaciones
realizadas en este trabajo de tesis podemos concluir lo siguiente:

Existen cambios significativos importantes en la proliferacion y morfologia a nivel
celular que se observaron pasadas 72 horas de ensayo.

Estos cambios se observan principalmente entre las concentraciones entre las
concentraciones de 1 pg/mL y 10 pg/l.

Se demostro que la presencia de NP’s altera la fisiologia celular de manera general,
sin ser dependiente de la concentracion.

Aunque los valores de fluorescencia son similares entre el control y la concentracion
de 10 pg/mL, los valores de cuantificacion de la biomasa presentan diferencias
significativas con respecto al control.

No se observan efectos relevantes en la liberacion de nitritos por parte de las células
debido a que las nanoparticulas tiene una capacidad de absorcion de nitroprusiato de
sodio, lo que genera un resultado no concluyente.

No se puede concluir que las células presenten un proceso de apoptosis normal en
presencia de las NP’s de PMMA-PU, pero se observa un cambio en la morfologia a
una forma esférica y una vesiculacion continua.

Las NP’s de PMMA-PU causan un incremento en la actividad mitocondrial de las
células y generan una aglomeracion alrededor del nicleo. De igual manera, Después
de 48 horas las células presentan inicios de vesiculacion y con el paso del tiempo un
incremento en el tamafio de las vesiculas y una aglomeracién de mitocondrias a su
alrededor.
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