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Resumen

A raiz del uso indiscriminado de los plasticos, surge un problema sin precedentes cuyas
consecuencias en la flora y fauna a nivel mundial son alarmantes. Desde cambios en los habitos
silvestres hasta la aceleracién en la pérdida de especies, son el resultado de décadas de adoptar
una cultura de “solo un uso”, donde principalmente materiales plasticos son desechados de
manera inadecuada a pesar de estar en perfecto estado y aun cumplir con sus funciones. Entre
los plasticos de mayor uso se encuentra el tereftalato de polietileno (PET), el cual tiene un alto
impacto en la industria del empacado; estos elementos son usados por un corto periodo de
tiempo, pero su permanencia en la naturaleza es considerable. Mas aln, al someterse a diversos
factores degradantes, el plastico no desaparece ni se reintegra a algan ciclo natural, sino que se
fragmenta en particulas més pequefias que persisten en el ambiente. EI término microplastico
se ha acufiado para referirse a estas particulas, e incluso se denominan nanoplasticos cuando
tienen dimensiones nanométricas. Desde hace algunas décadas, el estudio de estas particulas es
primordial, ya que debido a su tamafio pueden interactuar a nivel celular y molecular con los
organismos, incluyendo al humano. Més adn, la presencia de micro y nanoplasticos en el aire,
suelo, agua y diversos alimentos de consumo humano impera determinar las implicaciones de
estas particulas en la salud humana. Ademas, se denota que las mujeres estan mas expuestas
que los hombres a los micropléasticos debido al uso de cosméticos y a roles que se les atribuye
por cuestion de género, tales como las tareas domésticas.

En este trabajo, se evallGa la internalizacion y los efectos citotdxicos asociados a
nanoparticulas de PET en la linea celular de adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231
por medio de ensayos de viabilidad celular, liberacion de nitritos, ensayo de proteina y
microscopias fluorescentes y confocales. Las nanoparticulas fueron sintetizadas en el
laboratorio con un protocolo que les permite mantener las propiedades del PET y se realizaron
diluciones de 10 ng/mL hasta 1 mg/mL. Se encontré que las células son capaces de internalizar
estas particulas de manera inmediata mediante procesos endociticos dependientes de los
microfilamentos del citoesqueleto. La interaccion prolongada y constante interfirid en las
funciones celulares y deteriord su morfologia, lo cual condujo a una respuesta apoptética, sobre
todo a altas concentraciones de PET (1 mg/mL). Los dafios se denotaron principalmente a las
48 h, con un decremento en la viabilidad celular y con la detencion de la proliferacion debido
a la sobreestimulacion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) para todas las
concentraciones empleadas; posterior a ello, a largo plazo se presentd un incremento en la
viabilidad celular atribuible a hiperplasia. Se encontrd que las nanoparticulas se alojaron en el
citoplasma, zonas perinucleares y en el nucleo, lo cual les permite provocar aberraciones que
dan lugar a micronucleos. Finalmente, se observan caracteristicas de una respuesta paraptotica,
sin embargo, se reconducen estudios futuros para confirmar si sucede esta ruta de muerte
celular, asi como la mejora en los protocolos empleados para reafirmar la veracidad de los
resultados obtenidos en el ensayo de nitritos.



Abstract

The indiscriminate use of plastic causes an unprecedented problem which consequences on
flora and fauna worldwide are alarming. There are changes in wild habits and acceleration in
the loss of species as a result of decades of adopting the use of “disposable” objects made of
plastics, as those materials are disposed of inappropriately despite being in perfect conditions.
Among the most widely used plastics is polyethylene terephthalate (PET), which has a high
impact on the packaging industry. Packages are used for a short time but their permanence in
nature is considerable. Furthermore, plastics do not disappear with degrading factors and they
can not reintegrate into some natural cycle as other materials. Rather, they fragment into smaller
particles that persist in the environment. The term microplastic has been coined to refer to
particles smaller than 5 mm length, and nanoplastic is used for those whose length is smaller
than 1 um. The study of these particles is essential since they can interact at the cellular and
molecular level with organisms due to their size. The presence of micro and nanoplastics in the
air, soil, water and in food for human consumption prevails to determine the effects of those
particles on human health. In addition, it is noted that women are more exposed to microplastics
than men because of the use of cosmetics and roles attributed to them based on gender, such as
housework.

In this work, we evaluated the internalization and cytotoxic effects associated with PET
nanoparticles in the MDA-MB-231 human breast adenocarcinoma cell line. We made viability
essays, protein essays, evaluation of nitrite release and fluorescent and confocal microscopies.
The nanoparticles were synthesized in the laboratory using a protocol that allows to maintain
the properties of PET. We used concentrations from 10 ng/mL to 1 mg/mL. Cells were found
to be able to internalize the PET nanoparticles immediately through endocytic processes
dependent on microfilaments of the cytoskeleton. The constant interaction between the
nanoparticles and the cells altered the morphology and cell functions leading to an apoptotic
response, especially at high PET concentration (1 mg/mL). For all the concentrations used, the
damages were denoted mainly at 48 h, with a decrease in cell viability and the overstimulation
of inducible oxide synthase (iNOS). In the long term there was an increase in cell viability
attributable to hyperplasia. It was found that the nanoparticles lodged in the cytoplasm,
perinuclear zones, and in the nucleus. This allows them to cause aberrations as micronuclei.
Finally, characteristics of paraptotic response are observed. However, future studies are
redirected to confirm if this cell death route occurs, as well as the improvement of the protocol
of the nitrite essay to reaffirm the veracity of its results.
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BHET, metanol y agua. EI BHET polimeriza mediante reacciones de
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Europa, 2019 (Adaptacion de PlasticsEurope, 2020).
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encontraron en el estdmago de un polluelo albatros después de matarlo.
Imagen por Mandy Barker. Recuperada desde National Geographic
Espafa, 2022.
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llustracion que ejemplifica la sobreexposicion del género femenino a
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A) llustracion que ejemplifica los cambios en la intensidad de dispersion
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ensayo de nitritos y de las muestras con particulas de PET en una placa
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Distribucion de la curva de referencia de BSA para el ensayo de proteina
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A) Diagrama del sistema de un equipo de microscopia confocal; las
flechas representan la filtracién y el reflejo de la luz laser que impacta
con el espécimen en el plano correspondiente al corte Optico que se esta
analizando. B) Esquema que representa el tipo de imagenes que se
pueden obtener al analizar las muestras en diferentes planos focales; la
ilustracion representa una célula fijada en un portaobjetos, con el nacleo
tefiido de azul, el citoesqueleto de verde y una particula sintética de color
rojo. Por su posicién, se determina que la particula se encuentra dentro
de la célula, en la parte inferior.

Distribucion de tamario obtenidos por triplicado mediante DLS para los
diferentes medios que se emplearon. Con color gris se exhiben los
controles y con color negro, los medios con nanoparticulas de PET.

Resultado colorimétrico de un ensayo de viabilidad celular de 3 dias con
reactivo AlamarBlue®.

Gréaficas que representan la viabilidad de células MDA-MB-231 en
presencia de nanoparticulas de PET en concentraciones que van desde 1
mg/mL hasta 10 ng/mL durante A) 24 h, B) 48 h, C) 72 h, D) 96 h, E)
120 h, F) 144 h'y G) 168 h. Los datos contienen SD con n = 3. Los
simbolos * denotan diferencias significativas con p < 0.05 respecto a C+,
mediante ANOVA y método Tukey.

Esquemas del cambio del porcentaje de viabilidad celular que tuvieron
en 7 dias las células MDA-MB-231 expuestas a diferentes
concentraciones de nanoparticulas de PET: A) 1 mg/mL, B) 100 pg/mL,
C) 10 pg/mL, D) 1 pg/mL, E) 100 ng/mL y F) 10 ng/mL. Las gréficas se
encuentran normalizadas respecto a C+ y contienen SD con n = 3. Los
simbolos * denotan diferencias significativas con p < 0.05 respecto a C+,
mediante ANOVA y método Tukey.

Micrografias obtenidas por microscopia fluorescente que representan la
morfologia de las células MDA-MB-231 durante 3 dias en incubacién
con 37°C y atmdsfera de 5% CO2 en condiciones A) normales sin
nanoparticulas (C+) y B) con DMSO sin nanoparticulas (C-). En las
demas micrografias se denotan los cambios morfoldgicos que tienen con
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la adicion de nanoparticulas en concentraciones de C) 1 ug/mL y D) 100
ng/mL.

Micrografias obtenidas por microscopia fluorescente a 10x donde se
exhiben los cambios morfoldgicos de las células MDA-MB-231 por un
periodo de 3 dias en presencia de nanoparticulas de PET en
concentraciones de A) 1mg/mL, B) 100 pg/ mL, C) 10 ug/mL y D) 10
ng/mL. Los recuadros negros son indicativos para células cuya
membrana se ve rodeada por particulas de PET, mientras que los circulos
exhiben células con vesiculas de gran tamafio o con alteracion en la
morfologia de su membrana plasmatica.

Curvas de respuesta para A) ensayo de nitritos y B) ensayo de proteinas
obtenidos por espectrofotometria. En las graficas se puede observar el
ajuste lineal correspondiente a cada ensayo, asi como su coeficiente de
determinacion R2.

Gréficas de liberacion de nitritos por células MDA-MB-231 expuestas a
diferentes concentraciones de nanoparticulas de PET por un periodo de 3
dias. Los datos se obtuvieron por espectrofotometria y contienen SD con
n = 3. Los simbolos * denotan diferencias significativas con p<0.05
respecto a C+, mediante ANOVA y método Tukey.

Datos obtenidos mediante espectrofotometria que representan el
comportamiento del nitroprusiato de sodio (Naz[Fe(CNs)NO]-2H-0) al
estar expuesto a nanoparticulas de PET por un periodo de 7 dias en una
solucion de PBS 1X.

Datos obtenidos mediante espectrofotometria sobre cuantificacion de
biomasa a través de un ensayo de proteinas BCA para células MDA-MB-
231 expuestas a 10 ng/mL de nanoparticulas de PET y sin tratamiento
(C+) por 3 dias.

Micrografias obtenidas por microscopia fluorescente a 10x donde se
exhiben los cambios morfolégicos que las células MDA-MB-231
experimentan durante las primeras 48 h y hasta las 120 h de exposicién a
nanoparticulas de PET de concentracion de 1 mg/mL. En rojo se denotan
las nanoparticulas de PET tefiidas con rojo Nilo mientras que en verde se
denota el citoesqueleto de las células MDA-MB-231. Los hexagonos que
se aprecian en la figura A son indicativos para células que tienen
nanoparticulas de PET en su interior a partir de las 0 h de exposicion. El
recuadro sefiala una célula que parece estar fagocitando una particula de
PET vy el circulo sefiala células con vesiculas de gran tamafio en su
interior, las cuales se sefialan con blanco en sus respectivas micrografias

42

83

44

45

46

48

Xii



Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

fluorescentes. Asimismo, se observan grandes agregados de particulas de
PET con un tamafio de hasta 132 um.

fdem anterior. Los recuadros indican una célula con forma particular, la
cual se presume que trata de engullir las particulas de PET que se
encuentran a su alrededor y el circulo denota una célula con vesiculas de
gran tamafio. Las figuras 29 y 30 corresponden a la misma caja de Petri
donde se llevé a cabo el seguimiento mediante microscopia fluorescente
durante 5 dias, siendo representativas de diferentes zonas cada una.

Micrografias obtenidas por microscopia fluorescente a 40x que
representan el comportamiento de las células MDA-MB-231 expuestas a
nanoparticulas de PET tefiidas con rojo Nilo. Las micrografias en sefial
verde denotan el citoesqueleto de las células, mientras que la sefial roja
se usd para rastrear a las nanoparticulas de PET. Estas micrografias son
representativas del comportamiento que se observé para esta zona de la
muestra en hora y media de seguimiento, a 37°C y sin atmosfera de CO..

fdem anterior. Se observa que la célula marcada con el #2 alarga
prolongaciones de su membrana para engullir particulas de PET. Las
figuras 31 y 32 corresponden a la misma caja de Petri donde se llevd a
cabo el seguimiento por medio de microscopia fluorescente durante hora
y media, siendo representativas de diferentes zonas cada una y donde las
micrografias en sefial verde y roja corresponden a las micrografias de
sefial blanca posicionadas en las partes superiores.

Micrografias obtenidas por microscopia fluorescente a 40x de células
MDA-MB-231 expuestas a nanoparticulas de PET tefiidas con rojo Nilo
en concentracion de 10 mg/mL sobre un cubreobjetos funcionalizado con
Poli-L-lisina al 10% en PBS 1X. En verde se denota el citoesqueleto de
las células, mientras que en rojo las nanoparticulas de PET. Las
micrografias de A) y B) son representativas del comportamiento de las
células en dos zonas diferentes del mismo ensayo, al cual se le dio
seguimiento durante 1 h a 37°C y con una atmdsfera con 5% CO,. Se
recalca que las particulas de PET muestran fluorescencia tanto en sefial
verde como en roja.

Micrografias obtenidas por microscopia confocal con magnificacion de
la lente objetivo a 60x que demuestra la presencia de micronucleos en
celulas MDA-MB-231 que interactuaron con nanoparticulas de PET por
1 h. Se exhiben A) las nanoparticulas de PET tefiidas con rojo Nilo (rojo),
B) nucleos celulares tefiidos con DAPI (azul), C) citoesqueleto de las
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Figura 35.

Figura 36.

células correspondiente a GFP (verde), D) combinacion de imagenes
fluorescentes y E) combinacion con campo claro.

Micrografias obtenidas por microscopia confocal con magnificacion de
la lente objetivo a 60x que exhiben el resultado de la interaccion de
células MDA-MB-231 con nanoparticulas de PET por 1 h. Se muestran
A) las nanoparticulas de PET tefiidas con rojo Nilo (rojo), B) los nucleos
celulares tefiidos con DAPI (azul) y C) el citoesqueleto de las células en
verde, correspondiente a la GFP acoplada a esta linea celular. De igual
manera se muestran D) las combinaciones de imagenes fluorescentes y
E) la combinacion con campo claro. Cada fila representa una zona
diferente de la misma muestra examinada.

Micrografias obtenidas por microscopia confocal con magnificacion de
la lente objetivo a 60x que exhibe la internalizacion de nanoparticulas de
PET por células MDA-MB-231 después de su interaccion durante 1 h. A)
Nanoparticulas de PET tefiidas con rojo Nilo (rojo), B) nucleo celular
tefildo con DAPI (azul), C) cadherinas tefiidas con anti-N-cadherina
Alexa Fluor 546 ® (rojo), D) citoesqueleto en verde, atribuido a la GFP
que expresa esta linea celular, E) micrografia en campo claro, asi como
combinacion de imégenes fluorescentes F) nicleo, nanoparticulas de
PET y citoesqueleto y G) nucleo, nanoparticulas de PET y cadherinas. Se
sefiala con una flecha blanca una porcién del cuerpo celular cuya
membrana parece estar alterada debido a la falta de fluorescencia en
dicha zona.
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Capitulo I: Introduccion

Los plasticos son los materiales de mayor uso en los distintos sectores de la industria y en la
vida cotidiana; practicamente cualquier objeto puede encontrarse elaborado a partir de estos
materiales. A partir de 1940 los plésticos comenzaron a comercializarse a gran escala, pues sus
propiedades satisfacen las limitaciones que los materiales naturales, ceramicos y metalicos
suponen (Schirinzi et al., 2017; Garcia, 2009). Estos materiales son ligeros, resistentes y su
produccion es barata, por lo que se convirtieron en una parte fundamental para la sociedad,
dando paso a la evolucidn tecnoldgica y revolucionando el mundo moderno.

Las cualidades de estos materiales han llevado al auge su produccion durante el siglo
XX, cuya tendencia continla hoy en dia; desde entonces, la produccién de plastico ha
incrementado exponencialmente para mantenerse al dia con la demanda. Se estima que entre
1950 y 2007 se han producido 9.2 mil millones de toneladas de este material y se aproxima que
cada afio se producen mas de 400 millones de toneladas (Fundacion Heinrich Boll, 2019). En
un inicio, la produccién mundial de plastico era de 1.5 millones de toneladas (Crawford &
Quinn, 2017). El crecimiento de la demanda de plastico ha sido tal que al menos la mitad de
todo el plastico que se ha producido hasta ahora ha sido fabricado a partir del afio 2005; los
pronosticos indican que para 2025 se fabricaran mas de 600 millones de toneladas y para 2050
de 850 a 1,124 millones de toneladas (Fundacion Heinrich Béll, 2019).

Los objetos plasticos se encuentran en todos lados y es casi inevitable no emplearlos. Si
bien sus caracteristicas son bastante atractivas, estas mismas son las que hacen que este material
conduzca hacia importantes problemas ambientales, ya que resiste la degradacion y persiste en
el ambiente. La acumulacion de este material es evidente, pues podemos encontrar una vasta
cantidad de plastico formando parte de diversos paisajes alrededor del mundo. EIl problema
radica en que ahora se trata al plastico como un material sin valor propio y no existe una
adecuada gestion de estos residuos. Para inicios de 1960, millones de articulos plasticos se
encontraban en los basureros a pesar de que la idea original era usarlo como un material de alta
calidad (Fundacion Heinrich Boll, 2019).

El reporte Libera (2019) indica que aproximadamente un 79% de todo el plastico que el
ser humano ha producido en todo el mundo sigue acumulado en vertederos o contaminando
entornos naturales. El incremento de desechos plasticos es incuestionable y cada dia son méas
perceptibles los efectos que supone el abandono de plésticos en los distintos ecosistemas. Su
acumulacion ha creado un nuevo problema ambiental sin precedentes, pues ahora es imposible
hacer frente a la enorme cantidad de residuos plasticos que amenazan a la flora y fauna a nivel
global (PNUMA, 2018).

La mayoria de los plasticos que se comercializan hoy en dia resisten diversos fenémenos
de degradacion, aun cuando se encuentran a la intemperie; la degradacion de los plasticos es
lenta, y al estar sometidos a diversas condiciones climaticas estos se fragmentan en trozos mas



pequerios. Estos fragmentos pueden alcanzar dimensiones milimétricas o incluso nanométricas,
lo cual hace maés dificil su extraccion del medio ambiente. Los micro y nanoplasticos han sido
el blanco de investigaciones en las Ultimas décadas, ya que su tamafio les permite interaccionar
de distintas formas con los organismos acuéticos, terrestres y con otras sustancias. El resultado
de estas interacciones alin no se sabe con precision, sin embargo, sus caracteristicas apuntan a
que pueden tener un impacto perjudicial en la salud de los organismos.

1.1 Los plasticos

El siglo XX es denominado como el siglo de los plasticos, ya que este material entré en auge
volviéndose el componente més utilizado para la creacién de diversos objetos en todas las
industrias (Libera, 2019). El término plastico, que proviene del griego plastikos, se emple6 por
primera vez en 1630, haciendo alusion a una sustancia que muestra la capacidad de ser
modelada facilmente (Crawford & Quinn, 2017); hoy en dia esta palabra es empleada para
describir un grupo de materiales fabricados a partir de materias primas organicas tales como
hidrocarburos o recursos de origen biolégico (CONMEXICO, 2020).

La capacidad de moldeo de estos materiales se relaciona con su composicion, la cual
consta de moléculas de gran tamafio, conocidas como macromoléculas. Como se observa en la
figura 1, las macromoléculas se forman por la union de unidades mas pequefias que se repiten,
denominadas monomeros, donde el prefijo mono se emplea para denotar una unidad Unica. Los
monomeros son moléculas que poseen atomos de carbono unidos entre si mediante enlaces
covalentes (Crawford & Quinn, 2017; Hermida, 2011). Con el tiempo se ha acufiado el término
polimero para describir a las sustancias que tienen esta disposicion molecular y el proceso por
el cual se unen los mondmeros es conocido como polimerizacion (Crawford & Quinn, 2017).

Monomeros Macromolécula

(Polimero)

P 00 Pa

Proceso de polimerizacion

O Polictileno

Figura 1. Esquema que representa la formacion de polietileno a partir de la polimerizacién de mondémero
etileno, donde cada esfera representa un atomo.



Los polimeros se clasifican segin su origen, su uso o por la estructura que tengan las
cadenas que forman las macromoléculas. De acuerdo con su origen, pueden ser naturales o
sintéticos, cuya diferencia es la intervencion del hombre para su obtencion. Los naturales son
aquellos producidos por organismos vivos, tales como el caucho natural, los polisacéridos, el
ADN, el algodén, el polihidroxibutirato, entre muchos otros. Los sintéticos son macromoléculas
creadas por el hombre, quien ha desarrollado métodos para controlar la estructura de la cadena
polimérica y asi brindar ciertas caracteristicas y propiedades al material resultante (Hermida,
2011). La estructura de la cadena polimérica puede ser lineal, ramificada o entrecruzada, como
muestra la figura 2A, y dependiendo del tipo de mondmeros que se empleen se puede clasificar
en homopolimeros, si es que todos los mondémeros constituyentes son iguales, 0 en copolimeros,
si los constituyentes son monomeros diferentes, como lo muestra la figura 2B.

A) ?fggpa lineal B)
; ' ; : ; : : ; : Homopolimero

Cadena ramificada _Q_O_O_O_O_O_O_OO_

Copolimero

Mosimar A Momiemero B Mondemero €

Cadena entrecruzada

Monimacro A

Figura 2. Esquema que muestra la clasificacion de polimeros segln A) la estructura de su cadena polimérica. La
estructura lineal es la mas sencilla, pues se repite el mismo tipo de union; la estructura de cadena ramificada
muestra cadenas laterales unidas a una cadena principal y la cadena entrecruzada se caracteriza por formar enlaces
con cadenas vecinas. En este esquema todos los mondmeros son del mismo tipo. B) Clasificacion por el tipo de
constituyentes, donde cada color indica un tipo de monémero distinto.

Los procesos de polimerizacion para la sintesis de polimeros sintéticos pueden
clasificarse en dos tipos: de adicion y de condensacion. La polimerizacion de adicién es
caracteristica para monomeros que tienen doble enlace carbono-carbono; los radicales libres,
iones o complejos metélicos que se forman durante el proceso son transitorios y no se pueden
aislar (Cienciasfera, 2012; Hermida, 2011). En pocas palabras, los polimeros se forman por la
adicion de monomeros de manera repetitiva como se muestra en la figura 3A. Por otra parte, la
polimerizacion por condensacion se produce por reacciones entre moléculas que poseen grupos
funcionales; en este proceso los monomeros reaccionan y se combinan por medio de la
eliminacion de moléculas pequefias (Cienciasfera, 2012; Hermida, 2011), como muestra la
figura 3B.
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Figura 3. Representacion esquematica de los procesos de polimerizacion A) por adicion y B) por condensacion,
donde cada esfera representa un atomo.

Los diferentes tipos de polimerizacion dan lugar a diferentes tipos de plasticos y se suele
afiadir aditivos quimicos en el proceso para mejorar sus propiedades, de tal manera que se
pueden obtener plasticos duros, blandos, flexibles, rigidos, transparentes u opacos que tendran
diversas aplicaciones (Fundacion Heinrich Boll, 2019). Las caracteristicas mas populares de los
plasticos son su ligereza, bajo costo de produccidn y resistencia a la corrosion; asimismo, los
materiales plasticos muestran elasticidad, bajo coeficiente de friccién y son buenos aislantes
térmicos, eléctricos y acusticos (SEMARNAT, 2020). Aunque sus propiedades son muy
atractivas, como cualquier otro material, su uso tiene limitaciones. En general, los plasticos
presentan baja resistencia a temperaturas altas y a los rayos UV; son inflamables, presentan
poca dureza superficial, son propensos a quebrarse a bajas temperaturas y con el calor pueden
expandirse de tres a diez veces méas en comparacion con los metales (SEMARNAT, 2020). Es
importante destacar que los polimeros son simplemente cadenas largas formadas por la
repeticion de varios mondémeros y si bien todos los pléasticos son polimeros, no todos los
polimeros son plasticos (Crawford & Quinn, 2017).

Los plasticos también se pueden clasificar segun su respuesta termo-mecanica como
termoplasticos, termoestables y elastomeros. Los termoplasticos tienen una estructura de
cadena lineal y permiten su modelado a altas temperaturas sin que se modifique la naturaleza
de sus enlaces, de tal manera que se pueden procesar varias veces sin que se vea alterada su
composicion quimica (Hermida, 2011). Los termoestables o termorrigidos muestran una
estructura de cadena entrecruzada cuyos enlaces se degradan al elevar su temperatura, por lo
que estos materiales no pueden reprocesarse después de que se conforman; finalmente, los
elastomeros tienen la capacidad de experimentar deformacion eléstica a temperatura ambiente
gracias a que los mondmeros se unen formando enormes cadenas que se alinean al ser sometidas
a un esfuerzo y regresan a su forma original cuando éste cesa (Madrigal Guzméan & Shastri,
2011). Las estructuras mencionadas anteriormente se muestran en la figura 4.



Termoplasticos Termoestables Elastomeros

Figura 4. Clasificacion de los plasticos y representacion de su estructura, donde cada esfera representa un
mondmero. Las cadenas lineales que conforman a los termoplasticos se ablandan al someterse a altas temperaturas,
lo cual permite su modelado. Contrario a esto, las cadenas entrecruzadas de los plasticos termoestables se
endurecen al incrementar su temperatura. Los elastdmeros presentan una estructura como red de malla con pocos
enlaces, lo cual le confiere la capacidad de deformarse elasticamente.

Ademas de esta clasificacion, la rapida comercializacion de plasticos supuso la
necesidad de adoptar un codigo que permitiera identificar y separar los plasticos facilmente. En
1988, la Sociedad de la Industria de Plasticos (SPI, por sus siglas en inglés) propuso clasificar
los termoplasticos en siete categorias (ver figura 5A); dicha clasificacion ha sido adoptada para
su uso en México desde 1999 (SEMARNAT, 2020). En 2013, la Sociedad Americana para
Pruebas y Materiales (ASTM, por sus siglas en inglés) decidid retirar el triangulo conformado
por tres flechas que se persiguen y reemplazarlas por tridngulos sélidos, ya que se generaba
confusion al asemejar los codigos con el simbolo universal de reciclaje, como se observa en las
figuras 5B y 5C correspondientemente. A pesar de que el sistema SPI es recomendado por la
Federacion Britanica de Plasticos y por Plastics Europe, la ASTM argumenta que su codigo
emplea simbolos para identificar el tipo de plastico y no su capacidad de ser reciclados
(Crawford & Quinn, 2017).
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Figura 5. Cédigo de identificacion de los plasticos segin A) el sistema SPI, B) el sistema ASTM y C) el simbolo
universal de reciclaje. (Adaptacion Crawford & Quinn, 2017).



Gracias a la globalizacién, se podria encontrar cualquiera de estos codigos y sus
variaciones en productos importados a México. Las aplicaciones que cada plastico tiene, asi
como el significado de las abreviaturas que se identifican en los cédigos se describen en la

siguiente tabla.

Tabla 1. Cédigos de identificacion de los plasticos y sus principales aplicaciones (Crawford & Quinn, 2017;
Fundacién Heinrich Boll, 2019).

Cddigo de la SPI

Tipo de plastico

Abreviacién

Principales aplicaciones

,
Lo

&3
&3
&3
&3
&3
&d

Polietileno
tereftalato

Polietileno de alta
densidad

Policloruro de
vinilo

Polietileno de baja
densidad

Polipropileno

Poliestireno

Diversos plasticos

(PC, PA, PMMA,

PUR, ABS, ASA,
SAN)

PET o PETE

HDPE

PVCoV

LDPE

PP

PS

Otros

Peliculas y laminas plasticas,
envoltorios, botellas para bebidas,
material de relleno y empacado de

alimentos.

Contenedores de productos quimicos,
cafierias y tuberias, articulos para el
hogar y contenedores de comida.

Botas, cortinas, cafierias,
revestimiento de cables eléctricos,
mangueras, revestimiento para pisos,
envases, calzado e imitacion de cuero

Bolsas plésticas, bolsas de basura,
envasado de alimentos,
revestimientos de cartdn, muebles
para exteriores y botellas
comprimibles.

Empaques de alimentos, tapas de
botellas y contenedores, interiores de
vehiculos, tuberias y muebles para
exteriores.

Envolturas y contenedores de
alimentos, cubiertos y vajillas
desechables, y materiales de
empacado.

Maletas, juguetes, cerdas de cepillos
de dientes, envases, ropa, cuerdas,
CDs y DVDs, entre otros.

De acuerdo con sus aplicaciones y caracteristicas, algunos plasticos son mas dificiles de
reciclar que otros (Greenpeace México, 2019). Por ejemplo, reciclar plésticos que han sido



degradados o decolorados por el sol no es factible debido a que su composicion quimica ha sido
alterada y se ha perdido la calidad del material original; tampoco se pueden reciclar plasticos
que estén mezclados con otros materiales, tales como metales, resinas o adhesivos. El color
también influye, pues los pigmentos empleados podrian dafiar las maquinas de reciclaje y alterar
las producciones posteriores. Ademas, algunos plasticos requieren procedimientos quimicos
que facilitan el desprendimiento de particulas toxicas, aunado a un alto costo e ineficiencia
(Greenpeace México, 2019). Por otra parte, no existen leyes ni regularizaciones que controlen
la produccidn o el consumo excesivo de plastico. De hecho, se estima que se ha reciclado solo
el 10% de las aproximadamente 9.2 mil millones de toneladas de plasticos que se han fabricado
hasta la actualidad (Fundacién Heinrich B6ll, 2019).

1.1.1 Tereftalato de Polietileno (PET)

El tereftalato de polietileno, también conocido como polietileno tereftalato (PET, por sus siglas
en inglés) es un poliéster que se obtiene a partir de reacciones de polimerizacion por
condensacién del etilenglicol y el acido tereftalico (TA), los cuales son derivados del petréleo
(Cobos, 2016; Yoshida et al., 2016). La figura 6 representa las reacciones y los compuestos
quimicos que se necesitan y que se obtienen en la produccidn de este material. En la industria
se pueden utilizar dos moléculas para la produccion del monomero tereftalato de bis-hidoxietila
(BHET), las cuales son TA o dimetil tereftalato (DMT); la razon es que, a partir de la
esterificacion del TA, llevada a cabo con metanol y un catalizador de cobalto, se obtiene DMT.
El DMT se somete nuevamente a un proceso de esterificacion con el etilenglicol y se obtiene
el monémero BHET, metanol y agua. Finalmente, el BHET reacciona mediante
policondensacion a temperaturas mayores a 250°C, dando como productos PET vy etilenglicol
(Cobos, 2016; Suasnavas Flores, 2017).
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Etilenglicol Tereftalato de bis-hidoxietila Metanol Agua
(BHET)
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Figura 6. Esquema de reacciones para la obtencion de PET. La esterificacion del TA produce DMT, como se
muestra en el recuadro inferior izquierdo. EI DMT reacciona con el etilenglicol mediante esterificacion, para
obtener BHET, metanol y agua. El BHET polimeriza mediante reacciones de policondensacion, lo cual da como
resultado PET vy etilenglicol, el cual puede recuperarse para ser usado nuevamente en el proceso de manufactura.



Las caracteristicas del PET incluyen una estructura lineal, resistencia quimica, es
impermeable, liviano, inerte al contenido, resistente al desgaste al tener alta dureza y rigidez,
es reciclable, tiene buenas propiedades como aislante térmico, es insoluble en solventes
orgénicos y actlia como barrera contra oxigeno, diéxido de carbono, radiacion UV y contra la
humedad (Arapack, 2018; Suasnavas Flores, 2017). Dependiendo de la velocidad de
enfriamiento después de su conformacion, el PET puede ser parcialmente cristalino o amorfo,
lo cual se ve reflejado en su transparencia y densidad, la cual oscila entre 1.33 - 1.51 g/cm®
(Suasnavas Flores, 2017). Mas aun, debido a la cantidad de componentes aromaticos que tiene,
el PET resiste la degradacion microbiana, es decir, no es biodegradable, de tal manera que
conserva sus caracteristicas a lo largo del tiempo (Yoshida et al., 2016; Suasnavas Flores, 2017).
Por otra parte, la fotodegradacion, en especial la accion de la radiacion UV, si es capaz de
romper los enlaces poliméricos del PET, dando como resultado fragmentos mas pequerios en
un proceso lento (Suasnavas Flores, 2017).

Entre los plasticos mas consumidos a nivel mundial, destacan el polietileno (PE), el
polipropileno (PP) y el PET (Fundacién Heinrich Boll, 2020). En 2016, Yoshida y
colaboradores estimaron una produccion anual de 50 millones de toneladas de PET a nivel
mundial. Actualmente el sector con mayor demanda de PET es el de envasado y embalaje,
aungue también tiene aplicacion en el sector automotriz, electronico, en la agricultura, entre
otros (PlasticsEurope, 2020). El uso masivo del PET inici6 en la década de 1990 y hoy en dia,
en México, es uno de los materiales que predomina en la composicion de los residuos nacionales
(Suasnavas Flores, 2017; Fundacion Heinrich Boll, 2020).

1.2 El uso de plasticos y su impacto ambiental

A lo largo de la historia se descubrieron sustancias plasticas naturales, tales como el caucho, el
ambar, la celulosa y el latex. Por ejemplo, en el afio 2000 a.C los egipcios usaban resinas
naturales para embalsamar y momificar a los muertos y afilos més tarde los mayas usaban caucho
natural para obtener una pasta que les servia para confeccionar su calzado o sellar vasijas
(Garcia, 2009; SEMARNAT, 2020). El origen de los plasticos sintéticos podria remontarse a
1862 cuando Alexander Parkes presentd la parkesina, un material fabricado a partir de celulosa
que podia ser modelado al calentarse y mantener su forma al enfriar (Fundacion Heinrich Boll,
2019). Este pléastico fue elaborado a partir de materias primas naturales con intervencion del
hombre y fue hasta 1907 cuando Leo Hendrik Baekeland cre6 la baquelita, el primer plastico
sintético termoestable que no empleaba productos naturales para su fabricacion (SEMARNAT,
2020).

La Revolucion Industrial y la Segunda Guerra Mundial fueron hechos imprescindibles
para la popularizacion de los materiales plasticos: el aumento de poblacion, la blasqueda de
calidad de vida en las ciudades, la automatizacion e industrializacion, el uso de energia derivada
de combustibles fosiles y la necesidad de obtener materia prima u objetos a buen costo provoco
un aumento en la produccion de pléastico y mejoras en su calidad (Fundacién Heinrich Boll,
2019; Gongora Pérez, 2014). Ademas, la invencion del microondas y los refrigeradores dio



paso a la comercializacion de alimentos precocidos, lo cual fue clave para la introduccion del
plastico en el sector alimentario como empaque Y articulo de un solo uso. Hoy en dia, mas del
60% de los alimentos que se comercializan estan recubiertos por empaques plasticos (Gomez
Serrato, 2016).

La produccion de materiales plasticos facilmente podria superar la de cualquier otro
material, ya que los beneficios que estos suponen son indiscutibles (PNUMA, 2018). La
versatilidad de estos materiales propicia su uso ya sea como parte de los procesos productivos
0 para la elaboracién de productos finales; ademas, su produccion y manufactura consume
menos energia en comparacion con el vidrio o los metales (Madrigal Guzméan & Shastri, 2011;
Connell, 2021). Actualmente, los plasticos ya no son vistos como materiales sustitutos y el
desarrollo de tecnologias que aprovechan sus bondades para la creacion de productos nuevos
va en aumento (Gongora, 2014). La demanda de este material provocd que en 2015 se
fabricaran 407 millones de toneladas a nivel mundial para su aplicacion en diferentes sectores
(Fundacién Heinrich Boll, 2019; Libera, 2019). El reporte de PlasticsEurope (2020) sefiala que
en 2019 se produjeron 368 millones de toneladas de plasticos en el mundo, siendo Asia
responsable de aproximadamente la mitad de la produccién mundial de plasticos. De la misma
manera, se indica que el consumo de Europa en el mismo afio fue de 50,7 millones de toneladas
de pléstico, los cuales son empleados en diferentes sectores como lo muestra la figura 7.

9.6%
50,7 Millones de toneladas en Europa Automocion » 4.1%
Hogar y deporte

Millones de toneladas
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Envases Construccion y Otros
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Agricultura
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Eléctrico/electronica

Figura 7. Produccion de materiales plasticos en el mundo y demanda por sector en Europa, 2019 (Adaptacion de
PlasticsEurope, 2020).

Las estadisticas que se representan en la figura anterior nos dan una idea de los mercados
mas importantes en la aplicacion de materiales plasticos, donde el sector principal es el de
envasado y embalaje; después el de construccion, automocion, el sector eléctrico/electrénico y
en menor porcentaje la industria del deporte, la agricultura, la industria pesquera y ganadera, el
sector médico y cosmeético, entre otros (Libera, 2019; PlasticsEurope, 2020).

Dado que el uso de plasticos esta presente en todos los sectores econdémicos, la demanda
de plasticos aumenta con el crecimiento de la economia mundial. En particular, el Consejo
Mexicano de la Industria de Productos de Consumo A.C (CONMEXICO) reporta que la



industria del plastico genero el 2.8% del Producto Interno Bruto manufacturero en México en
el 2020, donde las bolsas, autopartes y botellas de plastico son la principal produccion
(CONMEXICO, 2020; Fundacion Heinrich Boll, 2020).

En el 2021 el consumo aparente de plasticos en México fue de 5.9 millones de
toneladas, de las cuales aproximadamente el 44.7% son empleadas en el sector de envasado y
empaques (CONMEXICO, 2021). Estos plasticos sirven para contener, preservar y proteger un
producto, y una vez que cumplen su funcién son simplemente desechados. De esta manera, la
pésima gestion de residuos y el sistema capitalista permiten que se desechen plasticos en
perfecto estado Unicamente por ser falsamente clasificados como articulos de un solo uso o
desechables (Rivera Garibay et al., 2020). El ritmo de la vida moderna ha incrementado el
empleo de plasticos de un solo uso a nivel global y en consecuencia aquellas ciudades con
mayor densidad poblacional son las mas contaminadas, entre ellas la Ciudad de Meéxico
(Gonzalez Cifuentes & Reyes Carrillo, 2010).

Usualmente, los envases y empaques tienen una vida Gtil muy corta, sin embargo, su
permanencia en la naturaleza puede ser de hasta cientos de afios, como se muestra en la tabla 2,
ya que al contrario de lo que ocurre con las fibras naturales, el vidrio o incluso el metal, los
plasticos no se descomponen para incorporarse a un ciclo que les permita regresar a la
naturaleza (Cristan Frias et al., 2003).

Tabla 2. Tiempo aproximado de degradacién para objetos plasticos desechables de uso cotidiano. (Adaptacion de
SEMARNAT, 2018)

Producto de plastico | Botellas Cubiertos Popotes Vasos Bolsas

Tiempo de degradacion | 500 afios 400 afos 100 afios ~ 65afilos 55 afios

Al ser el material mas usado por todas las industrias, también es el material mas
desechado (Libera, 2019). Debido a que la produccion de estos materiales no cesa, aunado a la
mala disposicion de los residuos por parte de sus usuarios, es cotidiano observar residuos
plasticos abandonados en distintas zonas. Las estadisticas mencionadas nos muestran que una
desmesurada cantidad de plastico esté& destinada a desecharse después de un solo uso, tal como
las 5 billones de bolsas de plastico que se usan anualmente a nivel global o el millon de botellas
desechables que se consumen cada minuto en todo el mundo (SEMARNAT, 2020). Si el
consumo desmedido de plasticos continta con el ritmo actual, el Programa de Naciones Unidas
para el Medio Ambiente (PNUMA) estima que para 2050 habra 12 mil millones de toneladas
de basura pléastica contaminando el mundo (PNUMA, 2018).

Las opciones para la disposicion de residuos solidos, incluyendo los pléasticos, son los

rellenos sanitarios, la compactacion, incineracion y el reciclado (Cristan Frias et al., 2003).
Como se ha mencionado, el reciclaje de materiales plasticos puede complicarse y su
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incineracién puede liberar compuestos volatiles toxicos que atentan a la salud humana vy al
medio ambiente, tales como antimonio, furanos, dioxinas, bifenilos policlorados (PCB) y
metales pesados (Libera, 2019; Gémez Serrato, 2016). La figura 8 nos da un panorama de la
gran cantidad de plastico que puede encontrarse en un vertedero.

Figura 8. Recolectores de plastico en un vertedero, Mumbai. El fotégrafo revela que la mujer con tela roja vive
en dicho lugar. Imagen por Randy Olson, recuperada desde National Geographic Espafia, 2022.

Aunque se tengan lugares especificos para la recoleccién o la disposicion final de los
residuos plasticos, su ligereza y baja densidad contribuyen a su dispersion, de tal manera que la
contaminacion puede extenderse a todos los ecosistemas aun cuando los desechos se descarten
adecuadamente. Por la misma razén, hasta el 40% de todos los desechos plasticos terrestres
pueden terminar en los océanos, mares, rios y lagos de agua dulce al verse dispersados por la
lluvia o corrientes de viento; ademas, los medios acuéticos también exhiben contaminacion por
plasticos como resultado de actividades recreativas, embarques, sistemas de drenaje y por
inundaciones (Crawford & Quinn, 2017).

Como muestra de este problema, se estima que anualmente alrededor de 13 millones de
toneladas de residuos plasticos terminan en los océanos (Geyer et al, 2017). La mayoria de esta
basura tiende a ser transportada largas distancias mediante corrientes convergentes marinas y
por viento hasta congregarse en zonas especificas denominadas parches, los cuales fueron
descubiertos en 1980 (Crawford & Quinn, 2017; Buteler, 2019). Una vez que los residuos
plasticos se encuentran en estas zonas es poco probable que puedan abandonarlas, de tal manera
que la concentracion de basura en estos parches aumenta a medida que se desechan mas
plasticos (The Ocean Cleanup, 2022). Ademas, estos residuos terminan flotando en la superficie
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dado gue su densidad usualmente es menor a la del agua (Crawford & Quinn, 2017). Se conocen
cinco parches de plastico en el mundo, los cuales se muestran en la figura 9, enumerados segun
su tamafio.

Figura 9. Parches de basura alrededor del mundo enumerados por su magnitud. Parche del Océano 1) Pacifico, 2)
indico, 3) Pacifico Sur, 4) Atlantico Sur y 5) Atlantico Norte. La masa concentrada en estos parches es mayor en
el centro y decrece gradualmente en los limites exteriores, lo cual elimina el concepto de isla de basura al no ser
una masa s6lida Imagen recuperada desde The Ocean Cleanup, 2022.

La contaminacion por plasticos repercute en los pilares sociales, econémicos y politicos,
asi como la salud y la seguridad humana (SEMARNAT, 2018; Rivera Garibay et al., 2020).
Ademas, el impacto ambiental que supone este tipo de contaminacién amenaza para la flora 'y
fauna a nivel global, ya que todos los ecosistemas se ven afectados y modificados por las
grandes cantidades de plastico que resisten su degradacion y descomposicion. Se tiene
evidencia de que diversos organismos, tanto terrestres como marinos, conviven con esta basura.
En el 2015, un estudio revel6 que alrededor de 690 especies se ven afectadas por el plastico que
se encuentra en la naturaleza y, como si fuera poco, el 17% de estas estan incluidas en la Lista
Roja de especies amenazadas de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) segudn el informe Libera (2019); hasta el afio 2021, esta cifra aument6 a 1,500 especies
afectadas (Chamorro, 2021).

Las evidencias indican que la ingesta y el enredo son las principales interacciones que
tiene la fauna con los pléasticos desechados (Buteler, 2019). Por una parte, la ingesta puede
provocar envenenamiento, desgarros y bloqueos en el aparato digestivo, asi como sensacion de
saciado que conduce a la desnutricion del animal y subsecuentemente a la muerte (Buteler,
2019; Libera, 2019). El enredo puede causar malformaciones, limitacion del movimiento del
animal, mutilaciones y asfixia (Muller et al., 2012; Rivera Garibay et al., 2020). La figura 10
muestra algunas fotografias que denotan el impacto de los desechos plasticos en la fauna
silvestre.
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Figura 10. Ejemplo del impacto de los desechos plasticos en la fauna marina (A-B) y terrestre (C-D). A)
Mantarraya intentando filtrar su alimento del plastico que flota a su alrededor. Imagen por Lori Pyke. B) Tortuga
atrapada en una red. Imagen por Jordi Chias. C) Hienas en busca de alimento en un vertedero, Etiopia. Imagen por
Brian Lehmann. Recuperadas desde National Geographic Espafia, 2022. D) Lobo con recipiente de plastico en la
cabeza, Nagpur. Imagen por Tanay Panpalia. Recuperada desde ABC Natural, 2018.

La invasion de los materiales plasticos en los diversos ecosistemas también provoca el
desplazamiento de aves, variacion en la fauna y aceleracion en la pérdida de especies; otras
consecuencias son la proliferacion de insectos y colonizacion de bacterias y microorganismos
en su superficie, lo cual los convierte en criaderos de plagas y vectores de enfermedades y
patdgenos (Gémez Serrato, 2016; Rivera Garibay et al., 2020). Mas aun, mediante la
colonizacion por microorganismos y por la exposicion continua al ambiente, los plasticos son
susceptibles a la degradacion y erosién, lo cual les permite fragmentarse y esparcirse (Buteler,
2019; Rivera Garibay et al., 2020).

Posada Bustamante (1994) describe la degradacion como cualquier cambio en las
propiedades del material que son producto de las interacciones que este tiene después de que
ha sido empleado; estos cambios son producidos principalmente en los plasticos por reacciones
que rompen los enlaces poliméricos. La tabla 3 muestra los diferentes tipos de degradacion a
los que se ven expuestos los plasticos que se encuentran en la intemperie.
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Tabla 3. Tipos de degradacion a los que se ven expuestos los plasticos (Posada Bustamante, 1994; Gutiérrez
Pescador, 2013; Cristan Frias et al., 2003).

Tipo de degradacion Descripcion

Producida por esfuerzos cortantes, friccion, desgaste abrasivo,
Mecénica entre otros.

Implica la accion de especies quimicas, tales como acidos,
Quimica bases o solventes, los cuales desatan conversiones quimicas de
los compuestos de los que estd formado el material

Térmica Involucra cambios en la estructura interna del material por la
exposicion a altas temperaturas.

Producida por la radiacion con luz ultravioleta o visible. Se
Fotodegradacion generan iones o radicales libres como reactivos intermedios en
la matriz polimérica, lo cual produce una reduccion en su peso
molecular y alteraciones tanto fisicas como quimicas.

Degradacion biologica | Implica la transformacion bioquimica del material y se le
0 biodegradacion. atribuye a los materiales que se descomponen por medio de la
participacion de grupos microbianos o por microorganismos.

1.3 Generacion y presencia de micro y nanoplasticos

Si bien los pléasticos son altamente resistentes a la degradacién, la exposicién continua a los
diversos factores bioticos y abioticos del ambiente resulta en la formacion de fragmentos o
particulas que pueden alcanzar la escala nanométrica (Magri et al., 2018). De esta manera, se
pueden obtener microplasticos, los cuales son aquellos fragmentos cuya dimension mas larga
es menor a 5 mm y cuando alcanzan dimensiones menores a 1 pum, son denominados como
nanoplasticos (Crawford & Quinn, 2017).

Los micro y nanoplasticos pueden ser primarios o secundarios dependiendo de su origen
(Wang et al., 2018). Los primarios se manufacturan de manera intencional por parte de la
industria para incluirlos en sus productos, tales como microperlas usadas en cosméticos,
exfoliantes, pasta de dientes, productos de limpieza y de cuidado personal, entre otros. Por su
parte, los secundarios no son creados de manera intencional, sino que terminan siendo producto
de la degradacion de piezas de plastico mas grandes (Crawford & Quinn, 2017; SEMARNAT,
2018); ademas, dependiendo de su forma, pueden ser divididos en fragmentos, fibras, espumas
y pellets (Wang et al., 2018). Algunos ejemplos de microplésticos primarios y secundarios se
ilustran en la siguiente figura.
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Figura 11. Micropléasticos primarios (izquierda) y secundarios (derecha). Imagenes recuperadas desde Aliexpress
y National Geographic Espafia, 2022.

Al alcanzar dicho tamafio, resulta dificil retirarlos del ambiente y estos persisten a
medida que se hacen cada vez mas pequefios (Buteler, 2019). Ademas, los micro y
nanoplasticos que se encuentran en el ambiente exhiben distintas propiedades fisicas y quimicas
debido que su origen es variado, al igual que el tipo de degradacion que han experimentado
(Wang et al., 2018). Si bien la presencia de estos fragmentos tiene relacion con la densidad de
poblacion, la dispersion de estas particulas provoca la contaminacién de cuerpos de agua salada
y dulce (Crawford & Quinn, 2017; Rivera Garibay et al., 2020; Prata et al., 2021), de la matriz
del suelo (Wahl et al., 2021; Zhu et al., 2019; Lozano et al., 2021) e incluso de la atmosfera
(Jenner et al., 2021; Jenner et al., 2022; Prata, 2018). Su ubicuidad es tal que estas particulas se
encuentran en lugares en los que la civilizacion o el ser humano no se ha establecido, tales como
en la Antartida (Waller et al., 2017), el monte Everest (Wilkinson, 2020) y en las profundidades
del océano (Woodall et al., 2014).

Los micro y nanoplésticos pueden ser de diferente color, forma y tamafio (Crawford &
Quinn, 2017). Ademas, poseen una elevada relacion superficie/volumen y pueden mostrar
efectos cuanticos al llegar a la nanoescala, lo cual puede modificar sus propiedades fisicas y
quimicas, tales como su reactividad, carga superficial, resistencia eléctrica o la capacidad de
absorcion de contaminantes quimicos, por mencionar algunos (Crawford & Quinn, 2017,
Schirinzi et al., 2017; Wang et al., 2018). El impacto que tienen los microplésticos es dificil de
evaluar, sin embargo, vastas investigaciones confirman mortalidad, directa o indirecta, de los
organismos principalmente por la ingestion de estos fragmentos plasticos. Los animales
confunden estos pedazos de plastico con alimento, lo cual puede causar desnutricion, alteracion
del metabolismo, alteracion endocrina, dafio hepatico, disminucién en la fecundidad, respuesta
inflamatoria, malformaciones y muerte celular (Huang et al., 2022; Magri et al., 2018).

A pesar de su tamafio, los microplasticos aun siguen siendo macromoléculas, de tal
manera que, una vez dentro del cuerpo, persisten por la ausencia o baja actividad de enzimas

15



catabolicas que puedan romper los enlaces C-C (Perdomo, 2002; Suasnavas Flores, 2017;
Yoshida et al., 2016). Ademas, se ha demostrado que los microplasticos pueden actuar como
portadores de metales pesados y contaminantes organicos (Wang et al., 2018). De esta manera,
la ingestion de microplésticos pueden causar exposicion a sustancias peligrosas, desencadenar
inmunorreacciones locales, asi como provocar bioacumulacion y biomagnificacion de quimicos
(Schwabl et al., 2019; Rivera Garibay et al., 2020).

Como ejemplo de esta problematica, la figura 12 muestra los fragmentos de plastico que
se encontraron en el estdmago de un polluelo albatros después de matarlo. Es importante sefialar
que los microplasticos que ingiere un organismo pueden ser transferidos a otro por medio de la
ingesta de presas, por lo que la presencia de los microplasticos se ve extendida por la cadena
trofica, y por ende, puede llegar al humano (Pérez Guevara et al., 2021). Ademas, los
nanoplasticos son incluso mas pequefios que las células eucariotas, por lo que es probable su
translocacion entre 6rganos e influencia a nivel celular y molecular (Prata, 2018; Holloczki &
Gehrke, 2020).

Figura 12. Fragmentos de plastico, ordenados de mayor a menor tamafio, que se encontraron en el estémago de
un polluelo albatros después de matarlo. Imagen por Mandy Barker. Recuperada desde National Geographic
Esparia, 2022.
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1.4 Interaccién humana con nanoparticulas

Los avances de la nanotecnologia han motivado el uso de nanoparticulas en el sector
electronico, alimentario, textil, de envasado, en productos para el hogar y cuidado personal e
incluso en la medicina (Schirinzi et al., 2017). Si bien la comercializacion de estos productos
aumenta la exposicion humana a nanoparticulas, los humanos han estado siempre expuestos a
particulas dentro del rango nanométrico a partir de fuentes naturales como es el caso de la ceniza
de incendios forestales o de erupciones volcanicas (Wick et al., 2010). Sin embargo, la emision
de particulas de este tamafio por fuentes antropogénicas aumentd después de la Revolucion
Industrial, sobre todo de materiales como el PVC vy fibras textiles (Wick et al., 2010; Zarus et
al., 2020).

De esta manera, las nanoparticulas se encuentran en contacto directo y continuo con el
humano, independientemente si son naturales o sintéticas (Rubio et al., 2020). Las principales
rutas de exposicién para los humanos son la inhalacion, ingestion y absorcion dérmica, donde
la boca, el cabello, y la piel del rostro y las manos podrian ser los principales receptores pasivos
(Zarus et al., 2020; Abbasi & Turner, 2020). Por ello, la evaluacion de nanoparticulas es
indispensable para determinar los posibles efectos en la salud. Mé&s aun, la evaluacion de
particulas de materiales poliméricos, tales como los plasticos, es primordial debido a las
propiedades ya mencionadas que estos poseen.

Capitulo I1: Antecedentes

La problematica de microplasticos es tal que Eriksen y colaboradores estimaron en 2014 que
los microplasticos representan alrededor del 92% de la contaminacion acuética y un estudio de
Greenpeace México, en 2020, confirmo la presencia de microplasticos en 42 playas mexicanas
y en 21 areas arrecifales situados en Areas Nacionales Protegidas (Rivera Garibay et al., 2020).
Diversos estudios confirman la presencia de microplésticos en animales marinos, desde
cetaceos, peces y cangrejos (Burkhardt-Holm & N'Guyen, 2019; Parker et al., 2020, Zarus et
al., 2020) hasta medusas (Rapp et al., 2021), incluyendo especies de consumo humano. Ademas,
se ha evidenciado la contaminacion por microplasticos en diferentes alimentos, tales como la
sal (Ifiguez et al., 2017; Danopoulos et al., 2020), el azlcar (Afrin et al., 2022), sardinas
enlatadas (Karami et al., 2018), carne de pollo (Kedzierski et al., 2020) cerveza (Liebezeit &
Liebezeit, 2014), miel (Al Naggar et al., 2021; Wright & Kelly, 2017) y agua embotellada
(Kosuth et al., 2018).

Los estudios que aseguran la exposicion humana directa e indirecta a microplasticos van
en aumento, asi como las publicaciones relacionadas a los efectos al organismo humano, tal
como reporta Bhuyan (2022). Dependiendo del consumo de los alimentos contaminados con
estas particulas, se podria estar ingiriendo de 0.1 a 5 g de plastico a la semana (Senathirajah et
al., 2021) o de 39,000 a 52,000 microplasticos anualmente, dependiendo de la edad, dieta y
sexo, donde el consumo constante de agua embotellada hace que la cantidad aumente hasta a
193,200 microplasticos segun investigaciones mas recientes (Cox et al., 2019; Senathirajah et
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al., 2021). La ingesta de plastico estd corroborada de igual manera mediante estudios que
confirman la presencia de estas particulas en heces humanas (Lugman et al., 2021; Schwabl et
al., 2019; Pérez Guevara et al., 2021).

Mas, aun, no solo la ingesta es alarmante, sino que los trabajos de Jenner y
colaboradores demuestran la exposicion a altas concentraciones de microplasticos en el aire,
dentro de hogares y en areas de alta actividad humana e industrial, con una incidencia de 1,414
+ 1,022 y 3,055 + 5,072 microplasticos por metro cuadrado al dia, respectivamente (Jenner et
al., 2021; Jenner et al., 2022); estas cifras se ven influenciadas por factores meteorolégicos y
geograficos, tales como la velocidad y direccion del viento, la topografia urbanay la ventilacion
en lugares cerrados (Prata, 2018).

Los problemas de salud que pueden desarrollarse a partir de la interaccion de los
microplasticos con el organismo pueden deberse a las propiedades intrinsecas de estos o a la
liberacion de quimicos absorbidos en su superficie, tales como sustancias contaminantes o
aditivos de su manufactura (Pantoja Munoz et al., 2022). Como precedente, el ejemplo con
mayor relevancia es la toxicidad del PVC y de su mondmero cloruro de vinilo, ya que
trabajadores industriales expuestos a altas concentraciones de estos microplasticos en su
ambiente de trabajo han mostrado diversos problemas respiratorios (Prata, 2018). En
comparacion, pocos estudios han explorado los efectos de los demas plasticos en el cuerpo
humano, sobre todo debido a restricciones éticas y a altos costos de experimentacion; no
obstante, algunas investigaciones se basan en modelos in vitro, haciendo uso de lineas celulares
0 modelos que imiten las condiciones fisioldgicas de interés (Tamargo et al., 2022).

Los efectos expuestos incluyen inflamacién, toxicidad respiratoria, inmunotoxicidad,
genotoxicidad y dafio en las funciones de diversos érganos tales como los pulmones, el higado
y los rifiones; ademas, se han reportado efectos citotoxicos como estrés oxidativo, apoptosis,
alteracion del metabolismo, dafio al ADN, entre otros, con una posible relacion al desarrollo de
cancer (Bhuyan, 2022; Yuan et al., 2022; Wright & Kelly, 2017; Prata, 2018; Zarus et al., 2020).
La figura 13 resume las vias de exposicion, 6rganos en los que se ha encontrado bioacumulacion
de microplasticos y los posibles efectos adversos.
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Figura 13. Vias de exposicién humana a microplasticos; drganos y tejidos donde se ha demostrado
bioacumulacién y efectos relacionados que se han explorado en la literatura. (Elaboracidn propia. Informacion de
Yuan et al., 2022 *; Zarus et al., 2020 ¢ ; Bhuyan, 2022 " ; Wright & Kelly, 2017 *; Prata, 2018 °).
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2.1 Cuestion de género: mujeres sobreexpuestas a microplasticos

Las investigaciones de Jenner y colaboradores (2022) exhiben la presencia de 1.42 a 1.5
microplasticos por gramo de tejido pulmonar e investigaciones de Leslie y colaboradores
(2022) identificaron por primera vez microplasticos en la sangre, con una incidencia de 1.6 g
de microplasticos por mL de sangre. Ademas, Ragusa y colaboradores (2021 y 2022)
identificaron hasta 12 microplasticos en la placenta humana, los cuales se encontraron en el
lado fetal y materno. Este Gltimo hallazgo reitera la conclusion de Wick y colaboradores (2010),
quienes demostraron que los materiales a nanoescala ( >240 nm) pueden atravesar la barrera
placentaria.

De hecho, el género femenino tiene mayor riesgo de exposicion a microplasticos en
comparacién al género masculino, como se ejemplifica en la figura 14. Los principales motivos
son el uso frecuente de cosméticos o productos de higiene personal con plastico en su
composicion y a los roles que se les asigna por ser mujeres, tales como tareas domésticas que
implican el uso de productos de limpieza con microplasticos en su composicion (Fundacion
Heinrich Boll, 2019). El uso de geles de bafio, por ejemplo, puede contribuir en la emision de
39 toneladas anuales de microplasticos al ambiente (Lei et al., 2017). Abbasi y colaboradores
(2020) encontraron hasta 50 microplasticos en una muestra de agua con la que una mujer de
Iran se enjugo el rostro. Al recopilar datos sobre su estilo de vida, la mujer indicé hacer uso de
exfoliantes en el rostro de manera continua (Abbasi & Turner, 2020). Las investigaciones de
Pantoja Munoz y colaboradores (2022), asi como las de O Briain y colaboradores (2021),
evidencian la fragmentaciéon de productos para el periodo menstrual, tales como tampones,
toallas sanitarias y toallas humedas; ademas, mediante analisis de composicion quimica se
denota la presencia de pléastico, tales como PE, PP y PET en este tipo de productos (Pantoja
Munoz et al., 2022; O Briain et al., 2021). De esta manera, las mujeres podrian estar expuestas
hasta a 17 mil millones de nanoplasticos por cada tampdn que usen y hasta 86 trillones de
microplasticos al usar tampones durante todos sus ciclos menstruales (Pantoja Munoz et al.,
2022).

Envasados plisticos  Productos de higiene Cosméticos Productos menstruales

() B #0 IS

Sobreexposicion a micropldsticos

Figura 14. llustracion que ejemplifica la sobreexposicion del género femenino a microplésticos, sobre todo de
microplasticos primarios en diversos productos de higiene y cosméticos, entre otros.
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Como se ha mencionado anteriormente, las toxinas, como aditivos o contaminantes
quimicos, que estén en la superficie de los plasticos afectan a la salud humana. En particular,
el género femenino muestra mayor sensibilidad a estos compuestos quimicos en fases como la
pubertad, el embarazo y la lactancia; ademas, en zonas con alto contenido graso, como lo son
las mamas, los quimicos solubles en aceite (como los ftalatos) se acumulan con mayor facilidad
(Fundacién Heinrich B6ll, 2019). Se tiene evidencia que algunos quimicos pueden causar
cancer de mama, infertilidad o pubertad prematura, actuar como disruptores endocrinos o
atravesar la placenta y alterar el desarrollo de los fetos (Fundacion Heinrich Boll, 2019). Por
ejemplo, Colén y colaboradores (2000) relacionan la incidencia de telarquia (crecimiento
prematuro del tejido mamario) con la presencia de ésteres de ftalatos tras el analisis de suero de
nifias con dicha condicion en Puerto Rico. Mas aun, Serpooshan y colaboradores (2018)
demostraron la importancia del sexo de las células en la absorcidn de nanoparticulas, ya que se
presentan diferencias en los factores de captacion tales como en los factores paracrinos y del
citoesqueleto, incluyendo cambios en la mitocondria y en reticulo endoplasmico.

Para analizar esta problematica se han empleado modelos celulares o con animales para
averiguar los posibles efectos de los microplasticos en la salud. En la tabla 4 se resumen algunas
investigaciones con enfoque en la transferencia de microplasticos desde la madre hacia su
descendencia en modelos de raton, asi como la translocacion de estas particulas entre érganos
y tejidos.

Tabla 4. Resumen de investigaciones que denotan los efectos adversos de microplasticos y nanoparticulas en

ratones hembra prefiadas y en etapa de lactancia.

Autor Elemento de Metodologia Hallazgo
estudio
(Huetal., | Afectacion de la Ratones hembra prefiadas Se observo disminucion
2021) placenta de ratones fueron expuestas a particulas de | en el didmetro de las
hembra prefiadas por | PS comerciales de 10umen la | arteriolas uterinas de los
la exposicién a etapa temprana del embarazo ratones hembra, al igual
microplasticos. por via intraperitoneal. Se que la reduccion de
evalud la viabilidad de células células natural Killer
inmunes mediante citometria de | (NK)y cambio en la
flujo y se realizaron anélisis secrecion de citocinas.
histolégicos de la placenta.
(Huang et | Afectacion Ratones hembra prefiadas Los ratones
al., 2022) transgeneracional a fueron expuestas durante la descendientes de ratones

crias de ratones
hembra expuestas a
microplasticos

gestacion y lactancia a
nanoparticulas de PS
comerciales (100 nm) en dosis
de 0.1, 1y 10 mg/L. Los
organos de las crias macho se
analizaron para determinar el
peso, la cantidad de estrés
oxidativo, la morfologia de
cortes histopatoldgicos, la

hembra tratadas con
nanoparticulas de PS
presentaron
hepatotoxicidad,
respuesta inflamatoria,
estrés oxidativo, asi como
interrupcion de
espermatogeénesis,
aunado a deterioro en el
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concentracion de citocinas desarrollo y lesiones
inflamatorias, recuento de oxidativas testiculares.
esperma y extraccion de ARN.
(Melnik et | Afectacion Se realiz6 un experimento in Se encontraron
al., 2013) [ transgeneracional a vivo, con ratones hembra en nanoparticulas de plata
crias de ratones periodo de lactancia, a las en el cerebro e higado de
hembra expuestas a cuales se les administraron ratones hembra
nanoparticulas de nanoparticulas de plata expuestas, al igual que en
plata comerciales de tamafio de 8.4 los fetos. Las
nm a 80.9 nm por via nanoparticulas penetran
intragéstrica. El cerebro, el en la placentay llegan a
higado y el utero con los fetos la leche materna; en
fueron colectados para particular, se detectaron
posteriores analisis, asi como dosis maximas en los
muestras de leche materna. rifiones de los fetos.
(Morishita | Distribucién de Nanoparticulas de plata de 100, | Se demuestra que
etal., nanoparticulas a leche [ 50 y 10 nm se administraron via | nanoparticulas de plata
2016) materna en ratones intravenosa a ratones hembra en | de 10 nm tienen mayor
hembra en periodo de | diferentes periodos de lactancia. | facilidad para distribuirse
lactancia. Después de al menos 12 h de a la leche materna de
administracion se realizaron ratones hembra lactantes
analisis hematolégicos, analisis | sin producir dafio
bioguimicos de sangre, ensayos | aparente a las glandulas
de apoptosis de glandulas mamarias, sobre todo
mamarias y anélisis de la cuando se les expone en
composicion de leche. la etapa temprana de
lactancia.
(Mortensen | Recopilacién sobre los | Recopilacion y resumen de Entre los efectos que se
etal., efectos de informacion encontrada en la mencionan se incluye
2019) nanomateriales en la literatura relacionada con la aumento de estrés
placenta. deposicion de nanomateriales oxidativo, induccién de
en la placenta, asi como las respuestas biologicas
interacciones bioldgicas, el tales como respuestas
desarrollo y las afectaciones en | inflamatorias, dafio al
su funcion. ADN, interferencia con
estructuras celulares,
perturbacion en la
expresion de genes,
posible apoptosis 0
necrosis celular y/o
afectaciones
cardiovasculares y
neuroconductual.

Las discrepancias entre las técnicas de identificacion y cuantificacion, asi como en
metodologias y modelos de estudio, provocan que la comparabilidad de datos y conclusiones
no sea el adecuado (Pérez Guevara et al., 2021). Sin embargo, la comunidad cientifica dirige
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esfuerzos para eliminar estos sesgos de informacidn y poder tener informacion sobre los riesgos
que la interaccién con microplasticos podria significar para la salud del ser humano.

2.2 Linea celular MDA-MB-231

La linea celular MDA-MB-231 fue obtenida de una paciente femenina de 51 afios; son células
de adenocarcinoma de mama, grado I1l, con morfologia tipo epitelial y adherente que pueden
cambiar su aspecto morfoldgico hacia uno de aspecto neuronal (Rodriguez Bandala, 2010).
Entre las caracteristicas del cancer se encuentra la transcripcion y traduccién inapropiada de
genes, de tal manera que el crecimiento de la célula no ocurre de manera normal; la division
celular se estimula y se inhibe la muerte celular, por lo que las células proliferan a una tasa
acelerada (Rodriguez Bandala, 2010). De esta manera, estas celulas son utiles en el campo de
la investigacion, gracias a la facilidad que tienen para crecer en cultivos celulares. En este
trabajo, células MDA-MB-231, acopladas a proteina GFP, se utilizaron como modelo celular
para averiguar las interacciones y reacciones que las células tienen al estar en contacto con
diferentes dosis de microplasticos.

Justificacion:

Debido a su tamafio y composicion, los micro y nanoplasticos exhiben propiedades que pueden
resultar perjudiciales para el bienestar de la flora y fauna, incluido el humano. Ademas, las
mujeres tienen mayor exposicion a las particulas plasticas por los roles asignados al género
femenino, asi como el uso frecuente de productos de higiene y cosméticos que las contienen.
Estudios recientes revelan la presencia de estas particulas en la sangre, pulmones y placenta
humana, por mencionar algunos. Mas aln, se indica que los micro y nanoplasticos pueden entrar
por diferentes vias al cuerpo humano y translocar hacia diferentes drganos. Este trabajo
investiga los efectos citotoxicos y la internalizacion de nanoparticulas de tereftalato de
polietileno (PET) en la linea celular MDA-MB-231, ya que este es uno de los plasticos mas
usados y descartados en la actualidad. La importancia de este trabajo radica en brindar
informacion a partir de un modelo in vitro que sirva para comprender el dafio potencial de estas
particulas en la salud humana, con un enfogue al género femenino.

Hipotesis:

Las nanoparticulas de tereftalato de polietileno (PET) serén internalizadas por las células de
adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 y alteraran su viabilidad, caracteristicas y funcién al
provocar efectos citotoxicos.
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Objetivos:
Objetivo general:

Evaluar los efectos citotoxicos de las particulas de polietileno tereftalato (PET) en células de
adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 y determinar su capacidad de internalizacion para
ofrecer una perspectiva sobre los posibles dafios a la salud humana.

Objetivos especificos:

- Analizar las propiedades fisicas y la estabilidad de las nanoparticulas de PET en las
diferentes soluciones utilizadas en el cultivo celular.

- Identificar la concentracion de nanoparticulas de PET que muestra efectos nocivos
significativos al interaccionar con las células MDA-MB-231 mediante ensayos de
viabilidad celular.

- Estudiar el tiempo de internalizacion de las nanoparticulas de PET por las células y
observar los mecanismos de internalizacion por microscopia fluorescente.

- Evaluar la liberacion de nitritos de las células MDA-MB-231 que interaccionan con las
nanoparticulas de PET para denotar los efectos en la proliferacion celular.

- Estimar la cantidad de biomasa en las células con nanoparticulas de PET por medio de
la cuantificacion de proteinas para estudiar su relacion con la viabilidad celular.

- Demostrar la internalizacion de las nanoparticulas de PET en las células MDA-MB-231
e identificar su localizacion mediante microscopia confocal.
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Capitulo I11: Metodologia

3.1 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de PET

Las particulas de PET empleadas en este trabajo fueron sintetizadas siguiendo el protocolo
descrito por Rodriguez Hernandez y colaboradores (2019), el cual permite la sintesis de
nanoparticulas de PET sin alteracion quimica. Para ello, el fondo de una botella se cortd con
una sierra para obtener desechos finos, los cuales se separaron por tamafio empleando un tamiz
No. 70 (220 um de tamafio de apertura). De esta manera se recuperd 1 g de particulas con
tamafio menor a 0.2 mm; posteriormente, se disolvieron en 10 mL de acido trifluoroacético
concentrado (90% v/v) a 50°C por 2 h con agitacion constante. La solucion se dejé reposar por
una noche y después se agregdé 10 mL de una solucion diluida de acido trifluoroacético (20%
v/Vv) bajo agitacion vigorosa por 2 h para precipitar los micro y nanoplasticos. La solucion se
mantuvo en reposo durante la noche y posteriormente se centrifug6 a 2,500 g durante 1 h; el
sobrenadante fue desechado y el pellet se resuspendio en 100 mL de 0.5 % dodecilsulfato
sodico, seguido por agitacion vigorosa y ultrasonicado. La solucion se dejo en reposo durante
1 h para que las nanoparticulas se asentaran y finalmente se recuperaron los micro y
nanoplasticos presentes en los 50 mL de la parte superior de la suspensién y se dejaron secar.

3.1.1 Dispersién dindmica de luz (DLS)

Para determinar las propiedades fisicas de las particulas sintetizadas se emple6 la técnica de
dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés). Esta técnica permite la medicion de
manera simple y reproducible del tamafio de particulas en soluciones coloidales, asi como la
medicion de la carga superficial a partir de la estimacién del potencial Z (Bhattacharjee, 2016).
El fundamento para determinar la distribucion de tamarfios es el movimiento browniano de las
particulas en la dispersion coloidal, el cual es aleatorio y traslacional; a partir de la incidencia
de un rayo laser, las particulas dispersan la luz incidente dependiendo de su tamafio y de dicho
movimiento, lo cual provoca que se observen interferencias constructivas o destructivas en la
intensidad de la luz dispersada respecto al tiempo en un detector (Malvern Panalytical, 2022;
Cuadros-Moreno et al., 2014). A partir de este comportamiento, es posible determinar el radio
hidrodindmico Ry de las particulas mediante la ecuacion Stokes-Einstein, la cual se muestra en
la ecuacion 1, donde D es el coeficiente de difusion traslacional (cambios en la fluctuacion de
intensidad), kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura y n la viscosidad absoluta de
la solucion coloidal (Bhattacharjee, 2016).

kgT
6N Ry

t — Ec.1

Las representaciones sobre el fundamento de esta técnica, asi como de las definiciones
del radio hidrodindmico y la corona se encuentran ilustradas en la siguiente figura.
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Figura 15. A) llustracién que ejemplifica los cambios en la intensidad de dispersién por las condiciones de
interferencia de particulas pequefias y grandes, las cuales muestran una tasa de difusién o variacion de la intensidad
de dispersidn répida y lenta correspondientemente. B) Concepto de radio hidrodindmico. C) Esquema sobre la
formacién de coronas en las particulas.

El Ru se define como el radio de una esfera dura hipotética que se mueve a la misma
velocidad y que tiene el mismo coeficiente de difusion traslacional D: de las particulas en la
solucion, como se ejemplifica en la figura 15B. Las esferas duras rara vez existen en
dispersiones coloidales, ya que las particulas se ven alteradas dependiendo de la adsorcion de
moléculas, iones o proteinas en su superficie; este fendmeno es denominado como formacion
de coronas (Bhattacharjee, 2016). Su formacién tiene naturaleza dindmica, donde la fuerza
i6nica, las constantes de equilibrio y la naturaleza del solvente determinaran el tipo de
asociacion y disociacion que tenga con la particula, pudiendo haber coronas duras y blandas,
como se ejemplifica en la figura 15C. La corona dura es aquella formada por proteinas que se
encuentran unidas de manera estable debido a la alta afinidad que tienen por la superficie de la
particula; por otra parte, la corona blanda es formada por proteinas con baja afinidad que pueden
ser reemplazadas rapidamente (Diaz Acosta, 2018; Ge et al., 2015).

Ademas, con los equipos modernos de DLS también se puede medir el potencial Z, el
cual mide la magnitud de la repulsion/atraccion electrostatica entre las particulas que se
encuentran en la solucion (Malvern Panalytical, 2022). Durante electroforesis, las particulas
dispersan la luz del laser incidente; el cambio de frecuencia del laser incidente es proporcional
a la velocidad de las particulas y con ayuda de las ecuaciones mostradas en Ec.2 se obtiene la
estimacion del potencial Z, donde e es la movilidad electroforética, V es la velocidad de la
particula (um/s), E es la fuerza del campo eléctrico (Volt/cm), & la constante de permitividad
relativa, o la permitividad del vacio, n la viscosidad a la temperatura experimental y ¢ es el
potencial Z (Bhattacharjee, 2016).

%4 2er€0C
= == — Ec.2
He E 3n
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Para determinar estas propiedades, se realiz6 una soluciéon madre con 10 mg de las
particulas de PET en 1 mL de etanol al 70%; dicha solucion se agitd vigorosamente y se dejo
reposar durante una noche. Después, se realiz6 una solucién con concentracion de 1 mg/mL de
particulas de PET mezclando 100 pL de la solucion madre con 900 pL de agua destilada. Se
sonicd por 1 minuto y se realizaron las medidas de diametro hidrodindmico, para estimar la
distribucion de tamafo, y del potencial Z utilizando celdas capilares dobles en el equipo
Zetasizer NanoZS (Malvern). Los parametros utilizados fueron agua como dispersante y
poliestireno (PS) como material, ya que la opcion de PET no esta disponible.

De igual manera se determin6 el comportamiento de las particulas de PET en los
distintos medios que se emplearon para el cultivo celular. Para ello, se realiz6 una tercera
solucion con una concentracion de 100 pg/mL de particulas de PET con agua destilada; se
centrifugd a 1,500 rpm por 5 min, se quitd el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendid
en 1 mL de buffer fosfato salino (PBS 1X). Se etiquetaron 6 tubos eppendorf y se les agregd 1
mL de una de las siguientes sustancias: Dulbecco's Modified Eagle’s Medium - high glucose
(DMEM; Sigma-Aldrich), PBS 1X, Gibco Minimum Essential Medium (MEM; Sigma-
Aldrich), DMEM y MEM suplementados con 10% Suero Fetal Bovino (SFB; Biowest) y 1%
antibidtico-antimicotico 100x (penicilina y estreptomicina; Sigma-Aldrich) y SFB al 50%. La
distribucion de tamafio y el potencial Z de cada sustancia se midié a manera de control, con el
parametro PBS como dispersante. Posteriormente se les agrego 10 pL de la solucién de PET en
PBS 1X con concentracion de 100 pg/mL, se sonico por 5 minutos y se realizaron nuevamente
las medidas correspondientes, con los parametros de PBS como dispersante y PS como material.
Todas las muestras fueron sometidas a tres mediciones.

3.2 Evaluacion de la toxicidad de las nanoparticulas de PET

Para determinar la toxicidad de las nanoparticulas de PET en la linea celular MDA-MB-231
(ATCC HTB26) se realizaron ensayos de viabilidad, medicion de liberacion de nitritos,
cuantificacion de proteinas totales y seguimientos mediante microscopia fluorescente y
confocal. Las condiciones de incubacion fueron atmosfera de 37°C con 5% CO2 en una
incubadora SHEL LAB (Sheldon Manufacturing). EI mantenimiento y los subcultivos de la
linea celular se realizaron con medio DMEM y MEM, suplementados con 3.7 g/L de
bicarbonato de sodio (NaHCOg; Sigma-Aldrich), 10% SFB y 1% antibi6tico-antimicotico. Se
realizaron suspensiones celulares utilizando tripsina con é&cido etilendiaminotetraacético
(tripsina/EDTA; Gibco™) para levantar la linea celular; para ello, las células se incubaron con
0.5 mL de esta sustancia durante 5 min con atmosfera de 37°C y 5% CO.. Después, se agrego
1 mL de DMEM suplementado y se recuper6 el medio con las células en un tubo eppendorf. Se
centrifugd a 1,500 rpm por 5 min, se desechd el sobrenadante y las células recuperadas se
resuspendieron en 1 mL de DMEM suplementado. El conteo celular se realiz6 con 10 pL de
esta Ultima solucion en un hemocitémetro (o camara de Neubauer) bajo un microscopio éptico
(Nikon; ECLIPSE TE300).
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3.2.1 Ensayo de viabilidad y proliferacion

La viabilidad celular se refiere al andlisis de la proporcion de células vivas y funcionales que
hay en una poblacion celular; la estimacion de la viabilidad sirve como control para monitorear
las condiciones 6ptimas (o no) en las que las células proliferan y mantienen sus funciones
(Lopez Alvarez, 2019). El andlisis de la viabilidad y proliferacion de la linea celular MDA-
MB-231 en presencia de las nanoparticulas de PET se llevd a cabo mediante un ensayo
colorimétrico, utilizando el reactivo AlamarBlue® (Sigma-Aldrich). Este reactivo contiene el
compuesto resazurina (7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-1-ium-3-one), de color azul, que se
reduce por las células viables a resorufina, un compuesto altamente fluorescente de color rosa;
de esta manera, este reactivo es indicador de células metabdlicamente activas y puede evaluarse
de manera cualitativa y cuantitativa por medio de la observacion de cambio de color y por la
lectura de absorbancia o fluorescencia respectivamente (Rampersad, 2012).

Se evalud la citotoxicidad de 6 concentraciones de particulas de PET: 1 mg/mL, 100
pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL, 100 ng/mL y 10 ng/mL, las cuales se obtuvieron mediante
diluciones seriadas en DMEM. Dichas concentraciones se colocaron por triplicado al 10% (v/v)
en una placa de 96 pocillos, incluyendo pozos sin tratamiento como control positivo (C+) y
pozos con dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich) 10% (v/v) como control negativo (C-). En
cada pozo se colocaron 10,000 células y se incubaron por 24, 48, 72, 96, 120, 144y 168 a 37°C
con 5% COz con un volumen final de 200 pL. Al finalizar los periodos de incubacién, se agreg6
AlamarBlue® 10% (v/v) con respecto al medio de cultivo y se incubd durante 4 horas a las
mismas condiciones para su posterior lectura. La lectura se realizé con 100 uL del medio de
cultivo de cada pozo mediante fluorometria, utilizando un espectrofotometro de fluorescencia
(Agilent Technologies; modelo Cary Eclipse) con una longitud de onda de excitacién de 560
nmy emision de 590 nm.

Ademas, para observar los efectos de la interaccién de las particulas de PET con las
células, se tomd una micrografia cada 24 h a un pozo de cada concentracion de particulas de
PET, incluyendo ambos controles, de un ensayo de viabilidad de 72 h. Para ello, se empled un
microscopio fluorescente (Etaluma LS720) con aumento de 10x y el software Lumaview720,
con el cual se recuperaron micrografias de campo claro.

3.2.2 Ensayo de liberacién de nitritos

Los iones de nitrogeno, los nitritos y nitratos se encuentran en casi todos los organismos vivos;
en los mamiferos, estas moléculas se encuentran de manera enddgena o dietética, es decir,
provienen del interior de las células o de una fuente externa (Sigma-Aldrich, 2021). En
particular, el 6xido nitrico (NO) es una molécula de tamafio pequefio que tiene un papel clave
en la sefializacion intracelular; las diferentes sefiales bioquimicas en las que se ve envuelto, que
van desde funciones de digestion hasta de respuesta inmune, son esenciales para la homeostasis
(Cuéllar Mata et al., 2010).
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El radical NO* tiene un electrén desapareado, lo cual le confiere alta reactividad con
otros a&tomos, tales como nitrogeno, azufre o hierro. Estos &tomos forman parte de las proteinas
y hemoproteinas, de tal manera que la unién del NO* con estas moléculas (proceso denominado
nitracion) le confiere actividad fisiologica; entre sus funciones se encuentra la promocion del
desarrollo y migracion endotelial, regulacién del tono vascular, papel como neurotransmisor en
el sistema nervioso central, acciones antiinflamatorias, inhibir la sintesis de ADN y la mitosis
celular, evitar los procesos trombaticos, al igual que la adhesién molecular y apoptosis (Cuéllar
Mata et al., 2010; Elies Gomez, 2009). En el organismo humano, el NO se produce por diversas
células a partir del amino&cido L-arginina mediante la enzima éxido nitrico sintasa (NOS, por
sus siglas en inglés), de la cual se conocen 3 isoformas en diferentes tejidos y se ha reportado
una cuarta isoforma en las mitocondrias (Cuéllar Mata et al., 2010). La tabla 5 describe las
principales isoenzimas NOS y su localizacion.

Tabla 5. Descripcidn de isoformas de NOS. La nomenclatura se describe a partir del orden de purificacion de la
enzima (Cuéllar Mata et al., 2010; Elies Gomez, 2009).

Nombre corto | Nomenclatura Localizacién Actividad

Producen NO en el citoplasma de las
células de manera continua por
nNOS NOSI Tejido nervioso periodos cortos y en cantidades
pequefias. Presentes en neuronas del
sistema nervioso central y periférico.

Las células sintetizan NO en respuesta
a un estimulo en cantidades mayores y
iNOS NOSII Forma inducible por tiempos prolongados durante
procesos patoldgicos. Presente en
diversas células y capaz de derivar
efectos citotoxicos.

Producen NO en el citoplasma de las

eNOS NOSIII Cara interna de los | células de manera continua por
vasos sanguineos o | periodos cortos y en cantidades
endotelial pequefias. Presente en células

endoteliales y mesangiales renales.

Es importante destacar que, dada su alta reactividad, en condiciones fisiologicas el NO
se sintetiza en bajas cantidades y tiene una vida media de 0.5 a 5 s (Cuéllar Mata et al., 2010).
De esta manera, la falta de produccion o disponibilidad de NO se asocia con diferentes
enfermedades neurodegenerativas o del sistema inmune por mencionar algunas; por otra parte,
en condiciones fisiopatoldgicas, la cantidad elevada de NO* que se produce principalmente por
la iNOS incrementa la produccion de radicales libres por reacciones inespecificas de nitracion,
nitrosilacion y de oxidacion (Cuéllar Mata et al., 2010; Elies Gomez, 2009). Por ejemplo, el
NO puede reaccionar con derivados del oxigeno, como oxigeno molecular, superéxido e
hidroxilo que son y producen compuestos altamente toxicos, tales como peroxinitritos, nitritos,
nitratos, entre otros, que finalmente desencadenan en apoptosis (Elies Gémez, 2009).
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El Kit de ensayo de nitritos con reactivo de Griess (Sigma-Aldrich) se utilizd para
cuantificar la cantidad de nitritos liberada por el cultivo celular. Primero, este reactivo reacciona
con el nitrito de las muestras y lo reduce a 6xido de nitrdgeno (NO2); después, el NO> reacciona
y forma un compuesto color purpura; de esta manera, se puede observar de manera cualitativa
y cuantitativa con la lectura de intensidad (abcam, 2020). Primero, se realiz6 una solucion de
nitrato de sodio (Sigma-Aldrich) al 10 mM en PBS 1X (NaNO3/PBS); después, 10 uL de dicha
solucion se mezclaron con 990 puL de PBS 1X para obtener una solucion 100 pM.
Posteriormente, 4 g del reactivo Griess se diluyeron en 10 mL de agua mili-Q y la solucion se
sonicé por 5 min. En una placa de 96 pocillos se colocaron 100 pL de la solucion NaNO3s/PBS
(100 uM) por triplicado en la fila A. Se agregaron 50 pL de PBS 1X en las columnas B-H,
también por triplicado. Después, se realizaron 6 diluciones en serie por triplicado, de tal manera
que se tomaron 50 pL de los pozos de Ay se mezclaron con los pozos de B, se resuspendio y
se realiz6 el mismo procedimiento hasta los pozos G. De esta manera, se obtuvo un volumen
final de 50 pL en cada pozo con un rango de concentracion de NO2 de 0-100 pM, como muestra
la siguiente figura:
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Figura 16. Distribucién de la curva de referencia de didxido de nitrégeno para el ensayo de nitritos y de las
muestras con particulas de PET en una placa de 96 pocillos.

Después, se recuperaron 50 UL del sobrenadante de los pozos de un ensayo de viabilidad
de 3 dias y se dispusieron por triplicado en los pozos correspondientes por cada concentracion
de particulas de PET y por cada dia. Se agregaron 50 uL de la solucion de Griess a los pozos
de la curva de referencia, asi como a los pozos con las diferentes concentraciones de PET. Se
incubd durante 20 min a 30°C y se realizd la lectura de los valores de absorbancia utilizando
un espectrofotdmetro UV-VIS para microplacas (Thermo Scientific ™ Multiskan ™ GO) a 540
nm. Finalmente, se realizé regresion lineal con los valores de la curva de referencia para
conocer la concentracion de nitritos en las muestras, utilizando Microsoft Excel.
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3.2.3 Modelo de nitroprusiato de sodio

Para verificar que la estimacion del ensayo de nitritos no se viera modificado por accion de las
nanoparticulas de PET y que los datos obtenidos se relacionaran directamente con las
condiciones celulares, se propuso utilizar nitroprusiato de sodio (Naz[Fe(CNs)NO]-2H20) como
modelo para observar la capacidad de absorcidn de sustancias por parte de las nanoparticulas.

Se monitoreo el cambio de concentracidn del nitroprusiato de sodio respecto al tiempo
al estar inicamente en contacto con las nanoparticulas de PET, de tal manera que una diferencia
en la concentracion final respecto a la inicial seria atribuible a la interaccion del compuesto con
las nanoparticulas. Para ello, primero se mezclaron 50 pL de una solucion con concentracion
de 20 mg/mL de nitroprusiato de sodio (Sigma-Aldrich) con 950 pL de PBS 1X para obtener
una concentracién de 1 mg/mL. Por otra parte, se realizd una solucion con concentracion de 1
mg/mL de particulas de PET mezclando 100 pL de la solucion madre (10 mg/mL) con 900 pL
de DMEM. Se centrifug6 a 13,300 rpm por 30 min a 4°C, se retir6 el sobrenadante y el pellet
obtenido se resuspendi6 en 1 mL de PBS 1X; después, se agregaron 100 uL de nitroprusiato de
sodio de concentracion 1 mg/mL y se mezcld vigorosamente. Después, se centrifugo a 13,300
rpm por 30 min a 4°C y se realizo la lectura de absorbancia con el sobrenadante a 395 nm,
utilizando el espectrofotdmetro para microplacas ya mencionado y realizando la lectura de 1
mL de PBS como blanco.

La solucidn de particulas de PET con nitroprusiato de sodio se incubd a 30°C, cubierta
con papel aluminio y con agitacion constante durante 7 dias. Cada 24 h se centrifugé la solucion
a 13,300 rpm por 30 min a 4°C para realizar la lectura de absorbancia del sobrenadante bajo las
condiciones ya mencionadas. Después de cada lectura, se regresd el sobrenadante y se
resuspendid. Finalmente, los datos fueron procesados utilizando Microsoft Excel.

3.2.4 Deteccion y cuantificacion de proteinas totales

Para determinar la cantidad de biomasa presente en las muestras, se estimé la concentracién
total de proteinas con el Kit de ensayo de proteinas BCA Pierce ™ (Thermo Scientific ™). El
fundamento para este ensayo es que en un medio alcalino las proteinas reducen Cu 2* a Cu ¥,
lo cual es conocido como reaccidn de Biuret; el acido bicinconinico (BCA, por sus siglas en
inglés) forma un complejo hidrosoluble color parpura con el Cu **. Dicho complejo tiene una
absorcion maxima a 562 nm y absorbe de manera lineal con el incremento de proteina, por lo
que sus valores son proporcionales (PB-L, 2021). En este ensayo se evalud la diferencia entre
la cantidad de proteina de las células expuestas a una concentracion de 10 ng/mL de particulas
de PET respecto a células de control positivo C+ (sin presencia de particulas de PET) por 24,
38y 72h.

Primero, se colocaron 20,000 células por pozo en 18 pozos de una placa de 24 pocillos

con un volumen final de 2 mL por pozo. A 9 pozos se les agregdé 10% (v/v) de particulas de
PET en concentracion de 10 ng/mL y los pozos restantes se mantuvieron como C+. Cada 24 h
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se levantaron las células de los pozos con particulas de PET y C+ correspondientes al tiempo
de incubacion. Para ello, se agregd 1 mL de tripsina/EDTA y se incubaron por 5 mina 37°C y
5% COg; se agregaron 2 mL de DMEM suplementado y se recuper6é el medio en un tubo
eppendorf. Se centrifugd a 1,500 rpm durante 5 min y se desechd el sobrenadante. Finalmente,
se agreg6 1 mL de PBS 1Xy se almacenaron, sin resuspender, a - 80°C.

Para determinar la concentracion de proteina con este método, es necesario partir de una
referencia con concentraciones conocidas, por lo que se realiz6 una curva de referencia de
concentracion de albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) como indica el
protocolo del fabricante. Para ello, se utilizaron los siguientes reactivos incluidos en el kit:
solucion madre de BSA (2 mg/mL), reactivo Ay reactivo B para ensayo de proteina BCA. Para
obtener la solucidn de trabajo para la cuantificacion de proteinas, se prepard una solucion de
7.65 mL con una proporcion 50:1 del reactivo Ay B correspondientemente. La solucion se tapd
con aluminio y se guardd en refrigeracion. Con la solucién madre de BSA se realizaron
diluciones con PBS para obtener las siguientes concentraciones: 250 pug/mL, 125 pg/mL, 50
pg/mL, 25 pg/mL, 5 pg/mL y 0 pg/mL; 25 pL de cada una de estas concentraciones se
colocaron por triplicado en una placa de 96 pocillos. Se descongelaron las células almacenadas
a - 80°C y se sonicaron en un ultrasonicador (Sonics & Materials VC-750 Vibra-Cell) por 1
min y 10 s, con pulsos de 9.9 de encendido y apagado con amplitud al 26%; 25 pL de las
soluciones obtenidas se colocaron por triplicado en la placa de 96 pocillos. Se agregaron 200
ML de la solucion de trabajo a todas las muestras de la placa, incluyendo las muestras de BSA.
Por ultimo, se incubo6 a 30°C durante 30 min y se midié la absorbancia de cada muestra a 562
nm utilizando un espectrofotometro para microplacas (Thermo Scientific ™ Multiskan ™ GO).
La figura 17 muestra el arreglo de la microplaca de 96 pocillos con las muestras de BSA y las
muestras de las celulas sonicadas.
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Figura 17. Distribucion de la curva de referencia de BSA para el ensayo de proteina y de las muestras sonicadas
en una placa de 96 pocillos.
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3.2.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los ensayos anteriores con n = 3 fueron analizados con el Software
Origin 9 para obtener el promedio y desviacion estandar, asi como mediante analisis de varianza
de una via (ANOVA) y con el Método Tukey (p < 0.05) para determinar las diferencias
significativas. Posteriormente fueron graficados con GraphPad Prism 8.2.1.

3.2.6 Tincion de nanoparticulas de PET y seguimiento por microscopia
fluorescente

El término fluorescencia describe un fendmeno por el cual las moléculas pueden emitir luz por
cortos periodos después de haber sido excitadas por luz de mayor energia (Samaniego, 2009).
La microscopia fluorescente utiliza una lampara de mercurio o de xendén como fuente de luz
para excitar electrones de moléculas fluorescentes, tales como fluoréforos, que estén presentes
en una muestra (Lopez-Macay et al., 2016). Con la extraccion de proteinas fluorescentes, tales
como la GFP, y el desarrollo de ingenieria genética, es posible el monitoreo de células vivas
mediante el marcaje de sus componentes celulares (Samaniego, 2009). Aprovechando las
virtudes de esta técnica, las particulas de PET se tifieron con el colorante rojo Nilo, una
sustancia fluorescente, para evaluar con mayor precision su localizacién al interactuar con las
celulas.

Primero, en un tubo eppendorf se mezclaron 10 mg de particulas de PET en 1 mL de
etanol absoluto y se mezclé vigorosamente como método de limpieza. Después, se
centrifugaron a 13,300 rpm durante 25 min a 4°C, se desech6 el sobrenadante y se
resuspendieron en 1 mL de agua mili-Q. Se preparo6 una solucion con 0.5 mg de colorante rojo
Nilo (Sigma-Aldrich) en 1 mL de DMSO y se afiadieron 150 pL de dicha solucion a las
particulas de PET. Las particulas se incubaron a 30°C durante 24 horas, con agitacion constante
y en oscuridad. Pasado el tiempo de incubacion, se centrifug6 a 13,300 rpm por 30 minutos a
4°C, se desechd el sobrenadante y se resuspendié en 1 mL de etanol 70%. Para eliminar el
excedente de colorante, se centrifugd dos veces mas bajo las mismas condiciones, desechando
el sobrenadante y resupendiendo en 1 mL de DMEM suplementado. El tubo eppendorf con las
particulas de PET tefiidas se cubrié con papel aluminio y se ultrasonificd por 5 min.

Después se realizo una dilucién para obtener una solucion de concentracion de 1 mg/mL
de nanoparticulas de PET tefiidas. Se colocaron 25,000 células en una caja de Petri de 3 cm de
didmetro y se incubaron a 37°C y 5% CO; por una noche. Posteriormente, se les agreg6 20 pL
(30% v/v) de particulas de PET teflidas de concentracién 1 mg/mL y se incubaron durante 5
dias. Por dos dias, se les tomd una micrografia cada 24 h, incluyendo la hora 0, con un
microscopio fluorescente (Etaluma LS720) y el software Lumaview720 en campo claro,
fluorescencia verde y roja con una magnificacion 10x. Estas células se mantuvieron en
incubacidn hasta tomar las Gltimas micrografias a las 120 h (quinto dia).
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De igual forma, se preparé una caja de Petri de 3 cm de diametro con 50,000 células y
se incubaron a las condiciones ya mencionadas por una noche; después, se les agreg6é 100 pL
de particulas de PET tefiidas de concentracién de 1mg/mL. Utilizando el mismo microscopio
fluorescente y su respectivo software, se tomaron micrografias de campo claro, fluorescencia
verde y roja, cada 2 min por 4 horas, manteniendo la temperatura a 37°C y con una
magnificacion de 40x. Para facilitar la toma de imagenes en diferentes zonas, se programo un
protocolo que tomd las micrografias de manera automatica cada 2 min en zonas particulares
previamente seleccionadas. Finalmente, se recopilaron las micrografias, se distribuyeron por
zona y se realizaron videos para observar el comportamiento de las células en la primera hora
de exposicion a las nanoparticulas de PET. Dichos videos fueron procesados empleando
Windows Live Movie Maker y Sony Vegas Pro 13.0.

3.2.7 Seguimiento de particulas de PET por microscopia confocal

Al igual que los microscopios de fluorescencia, en la microscopia confocal también se hace uso
de esta propiedad para obtener imagenes con mayor resolucion espacial; el nombre de esta
técnica se refiere al uso de la confocalidad para analizar un plano particular de la muestra o
espécimen (Lopez-Macay et al., 2016). Actualmente es una herramienta de amplio uso en la
investigacion biomédica ya que permite analizar marcados mdltiples en células o tejidos
(Samaniego, 2009).
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Figura 18. A) Diagrama del sistema de un equipo de microscopia confocal; las flechas representan la filtracion y
el reflejo de la luz laser que impacta con el espécimen en el plano correspondiente al corte dptico que se estd
analizando. B) Esquema que representa el tipo de imagenes que se pueden obtener al analizar las muestras en
diferentes planos focales; la ilustracion representa una célula fijada en un portaobjetos, con el nicleo tefiido de
azul, el citoesqueleto de verde y una particula sintética de color rojo. Por su posicion, se determina que la particula
se encuentra dentro de la célula, en la parte inferior.

34



La figura 18A esquematiza los componentes que conforman el sistema para microscopia
confocal, cuya principal diferencia con los de fluorescencia es el empleo de un laser como
fuente de luz; el laser pasa por una pequefia apertura hacia un espejo dicroico que Unicamente
refleja la luz que incide a 45°. Después, la luz reflejada es recibida por el lente objetivo, el cual
permite enfocar el rayo de luz hacia el plano focal del espécimen. La fluorescencia de la muestra
es entonces reflejada al espejo dicroico y redirigida a una segunda apertura o pinhole que impide
el paso de la fluorescencia que se origind por los planos fuera de foco. Asi, Unicamente la
fluorescencia que proviene del plano focal llega al detector fotomultiplicador, lo cual permite
adquirir imagenes que representan secciones opticas a lo largo del eje z, como se representa en
la figura 18B. De hecho, esta cualidad representa una de las grandes ventajas de esta técnica,
ya que después se pueden realizar reconstrucciones tridimensionales al agrupar cortes opticos
continuos que se obtienen sin dafiar las muestras reales (Lopez-Macay et al., 2016; Samaniego,
2009).

El proceso empleado para analizar las células que estuvieron expuestas a las
nanoparticulas de PET con esta técnica fue el siguiente. Se limpiaron 4 cubreobjetos circulares
de vidrio con agua y jabon; después, bajo la campana de flujo laminar, se limpiaron con alcohol
70% y se esterilizaron bajo luz ultravioleta por 15 min. Un cubreobjetos circular se coloco en
una caja de Petri de 3 cm de diametro y se funcionaliz6 con 1.5 mL de solucion de poli-L-lisina
al 10% en PBS 1X durante 20 min. Después, se retird el sobrenadante y se dejo secar. Se
agregaron 25,000 células encima del cubreobjetos, se esper6 unos minutos y se agrego 3 mL de
medio DMEM suplementado. Las células se incubaron por toda la noche, a 37°C y 5%CO. y
posteriormente se agregaron 7.5 L de particulas de PET (concentracién de 10 mg/mL) tefiidas
con rojo Nilo. Se realizé nuevamente un seguimiento de la interaccién de las particulas de PET
con las células mediante microscopia fluorescente (Etaluma LS720) manteniendo las
condiciones de temperatura y CO> de incubacion y utilizando el software Lumaview720 para
tomar una micrografia cada 2 minutos por una hora y media.

Pasado el tiempo de analisis, se prosiguid a fijar las células; se retird el medio de cultivo
y se agregaron 1.5 mL de glutaraldehido al 0.04%. La caja de Petri se cubrié con papel aluminio
y se guardo en refrigeracion por una noche. Después, el glutaraldehido se desecho y se agrego
1 mL de PBS 1X y se guardd en refrigeracion nuevamente. Al dia siguiente, se realiz6 una
solucién de Triton X-100 al 0.3%, mezclando 90 pL de Tritdn X-100 (Sigma-Aldrich) con 30
mL de PBS 1X. Esta solucién sirvié para realizar las siguientes soluciones: una solucién de
BSA al 2% (300 uL de BSA con una concentracion inicial de 5 mg/mL con 15 mL de la solucién
de Triton X-100 al 0.3%), una solucion de DAPI de 1 mL de DAPI (Santa Cruz Biotechnology)
con concentracidn inicial de 1 mg/mL con 40 L de la solucién de Triton X-100 al 0.3% y una
solucion de 40 pL de Triton X-100 al 0.3% con 0.4 pL de anti-N-cadherina (Alexa Fluor 546
® Santa Cruz Biotechnology).
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Después, al cubreobjetos circular se le realizaron los siguientes lavados: 2 lavados con
PBS 1X, uno con Triton X-100 al 0.3% y otro con la solucion de BSA al 2%. Se agregaron 40
ML de la solucion con anti-N-cadherina y se incub6 a 30°C por 1 h. Concluido el tiempo de
incubacidn, se realizaron nuevamente 2 lavados con PBS 1X y uno con Triton X-100 al 0.3%.
Se agregd 1 mL de la solucion de DAPI encima del cubreobjetos y se incub6 durante 1 h a
temperatura ambiente. Mientras tanto, se realizd una solucion 50/50 de glicerol absoluto
(Sigma-Aldrich) con PBS 1X. Después del tiempo de incubacidn, se realizaron 3 lavados con
PBS 1X; se coloco una gota de la solucion de glicerol en un portaobjetos y se colocd encima el
cubreobjetos circular. Los bordes del cubreobjetos se sellaron utilizando esmalte de ufas
transparente. El portaobjetos se guardd en una caja de Petri de 6 cm de didametro, cubierto de
aluminio en refrigeracion. El seguimiento por microscopia confocal se llevo a cabo con un
microscopio Olympus Fluoview, FV-1000 con magnificacion de la lente objetivo a 60x y
empleando los pardmetros de la tabla 6 para medir la excitacion y emision de los marcadores
utilizados. Finalmente, las imagenes se procesaron con el software FV10-ASW Viewer 4.2b 'y
con ImageJ para la medicion de las particulas presentes en las micrografias.

Tabla 6. Parametros de excitacion y emision de los marcadores empleados para identificar los componentes
celulares y las particulas de PET.

Sustancia Descripcion del marcaje Longitud de onda | Longitud de onda
de excitacién [nm] | de emisién [nm]

Tincion del citoesqueleto de las

GFP células MDA-MB-231 488 510
Tincién de color azul en los
DAPI nucleos celulares 405 461
Tincion de color naranja en las
Anti-N- N-cadherinas transmembranales 543 612
cadherina

Tincion de color rojo con la
Rojo Nilo cual se tifieron las 543 612
nanoparticulas de PET
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Capitulo IV: Resultados

4.1 Caracterizacion de nanoparticulas de PET

Posterior a la sintesis de las nanoparticulas de PET, se llev6 a cabo la caracterizacion de éstas
mediante dispersion dinamica de luz (DLS). Se realizaron mediciones por triplicado sobre la
distribucién de tamafio de los medios que se emplearon a lo largo de los experimentos como
control y después con la adicion de 10 pg/mL de nanoparticulas de PET (concentracion de 100
pg/mL). La figura 19, mostrada en el anexo, muestra la distribucién de tamafio representada
como diametro hidrodindmico (d.nm) que se obtuvo en las diferentes muestras, denotando las
gréficas de los controles con color gris y las de los medios adicionados con nanoparticulas de
PET con color negro. Se destaca que la figura 19A muestra la distribucion de tamarfio de las
nanoparticulas de PET en agua destilada para observar su comportamiento en un medio cuya
composicion no propicia la formacion de coronas. Para una mejor visualizacion, los promedios
de tamafio y de potencial Z estan representados en la siguiente tabla.

Tabla 7. Tamafio (diametro hidrodindmico) y potencial Z de los medios empleados en los experimentos sin y con
nanoparticulas de PET en su contenido. Los datos son reportados como valores promedio + SD (n=3). Los medios
suplementados contienen 1% antibiotico-antimicético y 10% SFB.

Tamaiio (d.nm) Potencial Z (mV)
MEDIO
Control PET Control PET
Agua destilada 1.23x 10”04 1,990.00 -4.98 + 4.86 -42.8£5.32
DMEM solo 1,218.33 + 24,38 715.7+23.4 -12.4 +0.46 -18+0.96
DMEM suplementado 114.14 £ 0.47 100.3+3 -18.93 £1.33 -12.5+1.04
MEM solo 109.87 +0.15 114.1 3.7 -11.57 £ 0.57 -10.35 = 0.69
MEM suplementado 126.40 + 1.32 101.0+0.6 -12.17+04 -10.89 £+ 1.06
PBS 1X 544.27 + 41.57 970.1 + 139.4 -7.42+1.9 -18.27+ 1.7
SFB (50%) 34.05+4.45 32.1+6.7 -8.33 +0.06 -90.3+1.31

En primer lugar, se observa que en agua destilada el tamafio promedio de las
nanoparticulas de PET es de 1,990 nm de didmetro. Si bien es un tamafio promedio bastante
grande, este valor no se repite en ningln caso cuando las nanoparticulas se encuentran en los
demas medios. De esta manera, los valores de tamafio altos cuando se agrega el PET, como el
mostrado en agua destilada, PBS 1X y DMEM solo (sin suplementar) se atribuyen a agregados
de nanoparticulas de PET, asi como al tamafio de las particulas constituyentes de estos medios,
ya que los controles también denotan un tamafio elevado. En el caso del SFB al 50%, se muestra
un tamafio promedio muy bajo (de 34.05 nmy de 32.1 nm siny con la adicion de nanoparticulas
de PET respectivamente), sin embargo, en la distribucion de tamafio que se observa en la figura
19G del anexo es notable la presencia de picos solapados con valores representativos a 8, 50,
229 y 5,000 nm, por lo que se tiene una distribucion de tamafio mas amplia que contempla
valores muy grandes en comparacién con los demas.

37



Por otra parte, el DMEM suplementado, MEM solo y MEM suplementado muestran
tamarios ligeramente por encima de 100 nm. De hecho, al observar las graficas de distribucion
de tamafio, la presencia de didametros de aproximadamente 100 nm en todos los medios es
evidente, incluso en el agua destilada. Ademas, se observan dos comportamientos al comparar
los valores de los controles respecto a los valores obtenidos con la adicion de nanoparticulas de
PET. Parael DMEM solo, DMEM suplementado, MEM suplementado y SFB (50%), el tamafio
disminuye al agregar las nanoparticulas de PET a los medios en un -41.26%, -12.13%, -20,12%
y -5.66% respectivamente de sus controles. En el caso del MEM solo y el PBS 1X el tamafio
promedio aumenta al agregar las nanoparticulas de PET en comparacion con los valores control
en 3.88% y 78.24% correspondientemente, ademas de que son estos medios los que presentan
el menor y mayor cambio de todos. Para fines experimentales, se denota que tanto el DMEM
suplementado como el MEM suplementado muestran una distribucion de tamafio bastante
similar con la adicion de nanoparticulas de PET, por lo que el uso alternado de estos medios en
el cultivo celular no supone un riesgo en la comparabilidad de los datos que se obtengan.

Respecto al potencial Z, se observa que todos los medios control tienen un valor mas
negativo que el obtenido para el agua destilada, lo cual en un principio concuerda con el déficit
de sales y otros iones que tiene este medio en comparacion con los demas. Al agregar PET, el
valor del potencial Z incrementa abruptamente en el agua destilada hasta -42.8 mV y todos los
medios muestran un valor menos negativo en comparacion a este. En el DMEM solo, PBS 1X
y SFB (50%) se presenta un incremento en el valor del potencial Z respecto al de sus controles,
siendo el PBS 1X el que tiene mayor cambio con la adicion de nanoparticulas, mientras que en
el caso del DMEM suplementado, el MEM solo y el MEM suplementado hay un decremento.

4.2 Evaluacion de la toxicidad de las nanoparticulas de PET

A continuacion, se describen los resultados hallados a partir de los ensayos de viabilidad,
liberacién/ absorcion de nitritos y de proteina. De igual manera, se presentan las micrografias
obtenidas por microscopia fluorescente y confocal.

4.2.1 Ensayo de viabilidad y proliferacion

La figura 20, situada en la parte de anexos, muestra el resultado colorimétrico que tuvo un
ensayo de viabilidad de 3 dias con células MDA-MB-231 en presencia de concentraciones de
nanoparticulas de PET que van desde 10 ng/mL hasta 1 mg/mL y dos controles (C+ y C-).
Mayormente se observa una coloracion rosa o purpura correspondiente a la presencia de
resorufina, mientras que C- mantiene un color azulado. Los datos que representan la viabilidad
de las células por 7 dias para las concentraciones de nanoparticulas de PET empleadas, asi como
para sus controles, se encuentran graficados en la siguiente figura, donde los valores fueron
normalizados respecto a C+.
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Figura 21. Graficas que representan la viabilidad de células MDA-MB-231 en presencia de nanoparticulas de PET en concentraciones que van desde 1 mg/mL hasta 10 ng/mL

durante A) 24 h, B) 48 h, C) 72 h, D) 96 h, E) 120 h, F) 144 h y G) 168 h. Los datos contienen SD con n = 3. Los simbolos * denotan diferencias significativas con p < 0.05
respecto a C+, mediante ANOVA y método Tukey.
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La estimacion del porcentaje de viabilidad celular (eje de ordenadas en la figura 21)
esta relacionada con la intensidad de fluorescencia de la resorufina, compuesto que se obtiene
a partir de la reduccion de resazurina por parte de las células viables. El trabajo de Aguilar-
Guzmén y colaboradores (2022) establece que las nanoparticulas de PET sintetizadas por la
metodologia empleada en este trabajo (Rodriguez Hernandez et al., 2019) no producen
fluorescencia al momento de hacer mediciones en ensayos de viabilidad con resazurina sin
células, por lo que su presencia no afecta los resultados presentados.

Los efectos adversos en la viabilidad no muestran significancia hasta las 168 h. Si se
considera el promedio, se observa que en las primeras 24 h practicamente todas las muestras
con nanoparticulas de PET muestran disminucion en el porcentaje de viabilidad celular. La
desviacion estandar de la concentracion de 100 pg/mL indica que podria tener mayor viabilidad
celular en comparacién con C+ y por el otro extremo, las concentraciones de 10 ng/mL y 1
mg/mL son las que exhiben una disminucién importante en comparacion con el resto de las
concentraciones. A 48 h, el comportamiento de la concentracion de 100 pg/mL persiste y
nuevamente exhibe mayor porcentaje de viabilidad celular respecto a C+, al igual que las
concentraciones de 1pg y 10 ng/mL, mientras que la concentracion de 1 mg/mL sigue teniendo
un efecto que disminuye la viabilidad, junto con las concentraciones de 100 ng/mL y 10 pg/mL.

A 72 h, la viabilidad celular muestra un incremento importante para todas las
concentraciones, en especial para la concentracion de 10 pg/mL. Si bien en todas se nota un
incremento, la concentracion de 10 ng/mL todavia exhibe una ligera disminucién del porcentaje
de viabilidad respecto a C+. A partir de las 96 h la viabilidad mejora considerablemente, de tal
manera que el porcentaje de viabilidad de células expuestas a nanoparticulas de PET se
mantiene e incrementa por encima de C+ hasta las 168 h; con relacion a ello, las
concentraciones de 100 y 10 pg/mL muestran diferencias estadisticamente significativas a las
168 h con una incremento en la viabilidad celular bastante marcado, mientras que la
concentracion de 1 mg/mL es la que presenta mayor inconsistencia al comparar la variacion
del porcentaje de viabilidad con las demas concentraciones, ya que a partir de las 120 h de
exposicion a esa concentracion, la viabilidad no muestra mejora.

Asi mismo, la figura 22 exhibe el cambio del porcentaje de viabilidad celular que cada
concentracion de nanoparticulas de PET experiment6 por 7 dias para una mejor interpretacion
sobre los efectos que cada concentracion manifiesta respecto al tiempo; de igual manera, las
gréficas se encuentran normalizadas con C+, por lo que valores por encima o debajo de 0
indican respectivamente aumento o disminucion en el porcentaje de viabilidad celular respecto
a C+. El comportamiento del porcentaje de viabilidad respecto al tiempo tiende a disminuir en
las primeras 24 para todas las concentraciones y después aumenta gradualmente con el tiempo,
a excepcion de la concentracion de 1 mg/mL, donde la viabilidad se encuentra por debajo de
C+ durante los 7 dias de exposicion.
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Figura 22. Esquemas del cambio del porcentaje de viabilidad celular que tuvieron en 7 dias las células MDA-
MB-231 expuestas a diferentes concentraciones de nanoparticulas de PET: A) 1 mg/mL, B) 100 pg/mL, C) 10
pg/mL, D) 1 pg/mL, E) 100 ng/mL y F) 10 ng/mL. Las gréficas se encuentran normalizadas respecto a C+ y
contienen SD con n = 3. Los simbolos * denotan diferencias significativas con p < 0.05 respecto a C+, mediante
ANOVA y método Tukey.

Las concentraciones de 100 pg/mL y 1 pg/mL, muestran una ligera disminucion en la
viabilidad a 24 h y posteriormente un aumento que se mantiene o rebasa los valores de C+ a lo
largo de los 7 dias. Las concentraciones de 10 pg/mL y 100 ng/mL presentan disminucion en
la viabilidad durante las primeras 48 h y después aumenta respecto al tiempo, mientras que la
concentracion de 10 ng/mL es la que presenta mas cambios a lo largo de la semana, donde se
presenta disminucion en la viabilidad en las primeras 24 h, después un aumento por encima del
control a 48 h, nuevamente decrece hasta las 144 h de exposicion y finalmente aumenta a 168
h.

La figura 23, situada en el anexo exhibe las micrografias obtenidas mediante
microscopia fluorescente de un ensayo de viabilidad de 3 dias cada 24 h para los controles
empleados: sin tratamiento como C+ y con 10% DMSO como C-, asi como las micrografias
recuperadas para las concentraciones de 1 pg/mL y 100 ng/mL ya que estas no son
representativas. En la figura 24 se exhiben las micrografias recuperadas en el mismo intervalo
de tiempo de las células expuestas al resto de las concentraciones de nanoparticulas de PET,
las cuales se aprecian como manchas oscuras.
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24h

48 h

72 h

Figura 24. Micrografias
obtenidas por
microscopia fluorescente
a 10x donde se exhiben
los cambios morfoldgicos
de las células MDA-MB-
231 por un periodo de 3
dias en presencia de
nanoparticulas de PET en
concentraciones de A) 1
mg/mL, B) 100 pg/mL,
C) 10 pg/mL y D) 10
ng/mL. Todas las
micrografias tienen la
misma  escala.  Los
recuadros negros  son
indicativos para células
cuya membrana se ve
rodeada por particulas de
PET, mientras que los
circulos exhiben células
con vesiculas de gran
tamafio o con alteracién
en la morfologia de su
membrana plasmatica.
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La formacion de agregados de nanoparticulas de gran tamafio es evidente en las
concentraciones de 10 pg/mL, 100 pg/mL y 1 mg/mL, las cuales exhiben grandes manchas. Se
observa que, desde las 24 h de exposicion, existe internalizacion celular de las nanoparticulas
de PET, sobre todo de las nanoparticulas de menor tamafio y para concentraciones altas tal
como 1 mg/mL; este hecho se afirma debido a la presencia de manchas negras dentro de la
region rodeada por la membrana celular. En general, la morfologia de las células coincide con
la del C+ para todas las concentraciones durante los 3 dias, sin embargo, se observa una
transicion hacia morfologia circular con una elevada proporcion de células redondeadas que
depende del tiempo y la concentracion. La pérdida de la morfologia se asocia a efectos adversos
como se demuestra en la figura 23B para C-.

La concentracion de 1 mg/mL exhibe la mayor cantidad de células con nanoparticulas
de PET en su interior respecto a las demas concentraciones. Otro efecto que se percibe es la
adherencia o acumulacion de nanoparticulas de PET en la membrana celular, tal como se
denota con los recuadros negros de las figuras 24-1A y 24-2A. En la figura mencionada se
observa que las células tienen méas de una nanoparticula de PET en su interior. A 72 h es notorio
un incremento en la cantidad de células, tal como se establece en las gréaficas de viabilidad, en
las figuras 21A-Cy 22A.

La concentracion de 100 pg/mL presenta una gran cantidad de células redondeadas a
las 48 h de exposicién, donde la formacidn de agregados celulares es evidente y sobresaliente.
Este comportamiento también se aprecia para las deméas concentraciones, especialmente al
mismo tiempo de 48 h pero en menor proporcion; en todos los casos, a las 72 h la cantidad de
células redondeadas disminuye. A partir de esta concentracion, se pueden observar células que
presentan vesiculas de gran tamafio o dafios en la morfologia de la membrana celular, las cuales
se indican con circulos. En el caso de las concentraciones de 100 y 10 pg/mL se observa este
efecto a las 72 h, mientras que para las concentraciones de 1 pg/mL y 10 ng/mL muestran este
efecto en las primeras 24 h.

Las micrografias de la figura 24-3B y 24-3C muestran la disminucién y el incremento
de células a las 72 h, lo cual corresponde a los valores obtenidos por el ensayo de viabilidad
como muestra la figura 22B y 22C para las concentraciones de 100 y 10 pg/mL
respectivamente. De igual manera, las micrografias de la figura 24-3D y 23-3D (situada en el
anexo) representan el comportamiento de la disminucion y aumento del nimero de células para
las concentraciones de 10 ng y 100 ng como se evidencia en las figuras 22F y 22E. Ademas, se
destaca que las concentraciones de 100 pg/mL y 100 ng/mL son las que muestran una mayor
afectacion a 48 h, dada la cantidad de células redondeadas y los agregados celulares que se
observan. De esta manera, los ensayos de viabilidad denotan que las concentraciones de 1
mg/mL, 100 pg/mL y 100 ng tienen efectos adversos relevantes, mientras que la concentracion
de 10 ng/mL muestra un comportamiento singular en comparacién con el resto.
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4.2.2 Ensayo de liberacion de nitritos

Lafigura 25A, mostrada en el anexo, muestra la curva patron y la regresion lineal que se empled
para evaluar y determinar la cantidad de 6xido nitrico presente en las muestras. Por su parte,
en la figura 26 se encuentran graficados los valores de concentracion de nitritos (NO2 )
obtenidos de células MDA-MB-231 expuestas a diferentes concentraciones de nanoparticulas
de PET por 3 dias. Es importante destacar que la concentracion de 10 ng/mL y el C- no
presentan SD debido a que el reactivo se acabd antes de terminar los triplicados de estas
muestras, por lo que solo se obtuvo un valor en la lectura de estos casos.
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Figura 26. Graéficas de liberacion de nitritos por células MDA-MB-231 expuestas a diferentes concentraciones
de nanoparticulas de PET por un periodo de 3 dias. Los datos se obtuvieron por espectrofotometria y contienen
SD con n = 3. Los simbolos * denotan diferencias significativas con p < 0.05 respecto a C+, mediante ANOVA 'y
método Tukey.

Como se observa, ambos controles indican que la concentracion de NO» tiende a ir en
aumento respecto al tiempo; en el caso de C+, el aumento es abrupto mientras que para C- el
aumento es en menor proporcion. En particular, las concentraciones de 10 ng/mL, 100 ng/mL
y 1 pg/mL presentan el mismo comportamiento lineal; por otra parte, las concentraciones de 1
mg/mL, 100 y 10 pg/mL muestran mayor afectacion a 48 h.

A 24 h la concentracion de 1 pg/mL es la que presenta mayor disminucion, ya que la
concentracion de NO2™ es 32% menor en comparaciéon con C+. A 48 h la concentracion de 1
mg/mL presenta valores por encima de C+, lo cual no se observa en ningln otro caso, mientras
que la concentracion de 100 pg/mL presenta los valores mas bajos con diferencia significativa
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al disminuir practicamente el 60%. Por su parte, a 72 h todas las concentraciones exhiben
diferencias significativas manteniendo valores por debajo de C+, donde las concentraciones de
1 mg/mL y 10 pg/mL son las de menor y mayor afectacion respectivamente; se destaca que la
concentracion de 10 pg/mL fue la que presentd la menor variacion en la cantidad de NO2
respecto al tiempo, cuya diferencia entre los valores minimo y maximo es de 1.1 uM. Asi, las
concentraciones de 1 mg/ mL y 100 pg/mL son las que representan en mayor medida los efectos
que tienen las células expuestas debido al cambio en la concentracion de NO2

4.2.3 Modelo de nitroprusiato de sodio

Con el fin de estimar la influencia que pueden tener las nanoparticulas de PET en la absorbancia
de sustancias, tal como lo podrian ser los nitritos, se propuso evaluar el cambio en la
concentracion del compuesto nitroprusiato de sodio (Naz[Fe(CNs)NO]-2H20) cuando éste se
encuentra expuesto con las nanoparticulas a lo largo de un periodo.

La figura 27 muestra el comportamiento que tuvo el nitroprusiato de sodio respecto al
tiempo, al estar expuesto a las nanoparticulas de PET por un periodo de 7 dias. La lectura de
este ensayo se centra en los valores de absorbancia del nitroprusiato de sodio dado que son
directamente proporcionales con la cantidad de esta sustancia que aun persiste en las muestras,
mientras que la cantidad faltante se relaciona con los cambios quimicos que puede tener esta
sustancia y con la cantidad de nitroprusiato de sodio que ha sido absorbida directamente por
las nanoparticulas de PET.
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Figura 27. Datos obtenidos mediante espectrofotometria que representan el comportamiento del nitroprusiato de
sodio (Naz[Fe(CNs)NO]-2H.0) al estar expuesto a nanoparticulas de PET por un periodo de 7 dias en una solucion
de PBS 1X.
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Se observa una disminucion abrupta de aproximadamente el 60% del valor obtenido en
la primera lectura (a 0 h) en las primeras 24 h; después de este tiempo, el valor de absorbancia
no presenta cambios considerables y se mantiene hasta las 168 h, con una variacion maxima
del -4.4% a las 144 h. De esta manera, es notorio que si existe una absorcion inmediata de
nitroprusiato de sodio por parte de las nanoparticulas de PET, lo cual sucede en las primeras
24 h hasta un punto de saturacion.

4.2.4 Deteccidn y cuantificacion de proteinas totales

La figura 25B, en el anexo, exhibe la curva patrén y la regresion lineal que se utilizé para
determinar la cantidad de biomasa por medio de la cuantificacion de proteinas en muestras
usando la BSA como estandar. La figura 28 muestra la concentracion de proteina presente en
muestras de células MDA-MB-231 sin tratamiento (C+) y en aquellas expuestas a
nanoparticulas de PET de concentracion de 10 ng/mL por un periodo de 3 dias, asi como su
relacion con los datos de fluorescencia, los cuales corresponden al nimero de células viables y
a su proliferacion. Esta concentracion fue elegida debido a que es la concentracion minima con
la que se observa afectacion de manera particular en los ensayos de viabilidad.
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Figura 28. Datos obtenidos mediante espectrofotometria sobre cuantificacion de biomasa a través de un ensayo
de proteinas BCA para células MDA-MB-231 expuestas a 10 ng/mL de nanoparticulas de PET y sin tratamiento
(C+) por 3 dias.

En la figura anterior se observa que la cantidad de proteina aumenta respecto al tiempo
para C+, al igual que la fluorescencia, de tal manera que el comportamiento de ambas variables
tiene una relacion lineal. Las células expuestas a las nanoparticulas de PET muestran un
incremento en la cantidad de proteina desde las primeras 24 h en comparacion con los valores
de C+. A 48 h no hay un aumento en la fluorescencia, pero es notable un incremento abrupto
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en la cantidad de proteina, el cual equivale a un incremento del 72% del valor inicial para la
concentracion de 10 ng/mL (342 uM a 24 h). A 72 h se observa que la fluorescencia presenta
un aumento poco menor al de C+ con una diferencia del -17% respecto a este; ademas, la
cantidad de proteina decrece aproximadamente 21% en comparacion con el valor obtenido a
48 h, y tiene una diferencia de tan solo el -3% respecto al valor de proteina para C+ (481 uM
a 72h). Al comparar el comportamiento de proteina con los valores del ensayo de nitritos,
representados en la figura 26, se observa que la concentracion de 10 ng/mL presenta
incrementos de ambas variables a 48 h, mientras que la comparacidn de las variables a 72 h no
es significativa debido a la falta de datos que proporcionen mayor precision de la lectura de
nitritos para esta concentracion de nanoparticulas de PET.

4.2.5 Seguimiento por microscopia fluorescente

Posterior a la tincion de nanoparticulas, se realizé el seguimiento de la interaccion con las
células mediante microscopia fluorescente, mediante la cual se logro recuperar micrografias de
campo claro, fluorescencia verde y roja, que proporcionan mas informacion sobre los
componentes que aparecen en las micrografias. Se seleccionaron 9 zonas de la misma caja de
Petri de 3 cm de didametro, donde 25,000 células fueron expuestas a 10 uL de nanoparticulas
de PET de concentracion de 1 mg/mL tefiidas. En este trabajo se discuten las micrografias
recuperadas cada 24 h, a partir de las 0 h de exposicion, en dos zonas en especifico durante 2
dias continuos y durante el quinto dia. En las figuras 29 y 30 se observan las micrografias en
campo claro con sus correspondientes micrografias en sefial verde y roja para dos zonas de la
caja de Petri. En ambas, la sefial roja denota las particulas de PET tefiidas con rojo Nilo,
mientras que la sefial verde se le atribuye al citoesqueleto de las células, dado que éstas estan
acopladas a GFP para la linea celular MDA-MB-231. Ademas, se destaca que las particulas de
PET también fluorescen en la sefial verde.

En estas dos figuras se aprecia la interaccion de las células con las nanoparticulas de
PET desde el tiempo 0 de exposicion, donde la figura 29A (asi como las figuras 29E y 29I)
demuestra que las células tienen la capacidad de engullir las nanoparticulas de PET desde el
inicio de su interaccidn, tal y como las células sefialadas por un hexagono indican; al analizar
la figura 291 se corrobora que las manchas negras visualizadas en la figura 29A en las células
seflaladas por un circulo corresponden a nanoparticulas de PET dado que muestran
fluorescencia roja, mientras que la figura 29E asegura que estas particulas se encuentran dentro
de la célula ya que la fluorescencia verde, atribuida al citoesqueleto de las células MDA-MB-
231, rodea dichas particulas. Si bien este comportamiento no se observa en la figura 30, se
recalca que las micrografias de las figuras 29 y 30 corresponden a una misma muestra, pero en
distintas zonas. A 24 h, principalmente en la figura 29, se observa un aumento de células
redondeadas y se destaca la presencia de un cimulo de particulas de 132 um de diametro; si
bien las células redondeadas que se observan a las 0 h se atribuye a células que no pudieron
adherirse a la caja de Petri durante la noche previa de incubacion, a 24 h se atribuyen a un
cambio morfologico dado que algunas de estas células redondeadas incluso tienen
nanoparticulas de PET en su interior, incluyendo agregados de gran tamafio.
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Figura 29. Micrografias
obtenidas  por  microscopia
fluorescente a 10x donde se
exhiben los cambios
morfolégicos que las células
MDA-MB-231 experimentan
durante las primeras 48 h y hasta
las 120 h de exposicién a
nanoparticulas de PET de
concentracion de 1 mg/mL.
Todas las imagenes presentan la
escala mostrada en A. En rojo se
denotan las nanoparticulas de
PET teflidas con rojo Nilo
mientras que en verde se denota
el citoesqueleto de las células
MDA-MB-231. Los hexagonos
que se aprecian en la figura A son
indicativos para células que
tienen nanoparticulas de PET en
su interior a partir de las 0 h de
exposicion. El recuadro sefiala
una célula que parece estar
fagocitando una particula de PET
y el circulo sefiala células con
vesiculas de gran tamafio en su
interior, las cuales se sefialan con
blanco en sus  respectivas
micrografias fluorescentes.
Asimismo, se observan grandes
agregados de particulas de PET
con un tamafio de hasta 132 um.
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Figura 30. idem anterior. Los
recuadros indican una célula con
forma particular, la cual se
presume que trata de engullir las
particulas de PET que se
encuentran a su alrededor y el
circulo denota una célula con
vesiculas de gran tamafio. Las
figuras 29 y 30 corresponden a
la misma caja de Petri donde se
llevé a cabo el seguimiento
mediante microscopia
fluorescente durante 5 dias,
siendo  representativas  de
diferentes zonas cada una.
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En ambas figuras, se observa que a 24 h hay mayor cantidad de células que han
engullido nanoparticulas de PET; particularmente la figura 29B (asi como las figuras 29F y
29J) el recuadro parece demostrar como una célula esta fagocitando una particula de PET.
Continuando con la figura 29, a 48 h se aprecia que las células tienen en su interior agregados
de particulas de PET mas grandes en comparacion con aquellas engullidas a 0 hy 24 h; ademas,
la célula sefialada con el circulo exhibe una vesicula de gran tamafio en su interior, la cual, a
diferencia con su entorno, no muestra la misma fluorescencia verde (como se observa en la
figura 29G sefialada con un circulo blanco) y que mediante la figura 29K se descarta que esta
estructura sea una nanoparticula de PET dado que tampoco presenta fluorescencia roja. A 120
h se observa pérdida de la morfologia en todas las células presentes en la micrografia, las cuales
presentan agregados celulares la morfologia varia y se puede observar que hay células
circulares y otras que no tienen una forma en particular, ya sea que estén amorfas, o que
presenten filopodios alargados que no presentan fluorescencia verde o cuya membrana no
parece estar alterada como si las células estuvieran explotando. Este dltimo fenémeno
comienza a presentarse a partir de las 48 h, dado que la figura 29C en la parte inferior derecha
también presenta este tipo de células agregadas

Respecto a la figura 30, a 24 h se observa una célula con forma peculiar en el centro de
las micrografias en las figuras 30B, 30F y 30J, la cual esta sefialada con un recuadro; esta célula
parece estar formando prolongaciones para poder fagocitar y engullir los agregados de
nanoparticulas de PET que se encuentran a su alrededor, tal y como las micrografias en sefial
verde y roja permiten discernir. A 48 h la proporcion de células redondeadas también crece, y
las células presentan en su interior agregados de particulas mas grandes en comparacion a las
horas previas. Finalmente, a 120 horas nuevamente se observa que todas las células captadas
en la micrografia tienen forma circular o amorfa, las cuales también presentan filopodios
alargados; ademas, nuevamente se observa una célula con una vesicula de gran tamafio,
sefialada con un circulo en la figura 30D. Ademas, en la parte izquierda de esta micrografia, se
observa una célula o un cimulo de células con una morfologia singular, donde las figuras 30H
y 30L demuestran que hay particulas de PET (fluorescencia roja) dentro de su estructura, la
cual aun presenta fluorescencia verde.

Por otro lado, para poder observar y seguir el comportamiento de las células en
presencia de nanoparticulas de PET, se realiz6 un ensayo en una caja de Petri de 3 cm de
didmetro con 50,000 células y 100 pL de nanoparticulas de PET de concentracion 1 mg/mL
teflidas, se destaca que éstas Unicamente se mantuvieron en incubacién una noche sin las
particulas y el seguimiento se llevo a cabo durante 4 horas manteniendo la temperatura a 37°C
y sin atmosfera de CO». Se recuperaron aproximadamente 145 micrografias en sefial de campo
claro, fluorescencia verde y roja, con las cuales se realizaron videos para ver el dinamismo de
las células. Las figuras 31 y 32 muestran las micrografias cuyo contenido exhibe de manera
general el comportamiento que se suscita dentro de los primeros minutos y primeras horas de
exposicion de las células a las particulas de PET; al igual que el seguimiento anterior, estas dos
figuras muestran micrografias que fueron recuperadas de la misma muestra, pero en diferentes
zonas.
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Figura 31. Micrografias obtenidas por microscopia fluorescente a 40x que representan el comportamiento de las células MDA-MB-231 expuestas a nanoparticulas de PET
tefiidas con rojo Nilo. Las micrografias en sefial verde denotan el citoesqueleto de las células, mientras que la sefial roja se usé para rastrear a las nanoparticulas de PET. Estas
micrografias son representativas del comportamiento que se observé para esta zona de la muestra en hora y media de seguimiento, a 37°C y sin atmésfera de CO..
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Figura 32. idem anterior. Se observa que la célula marcada con el #2 alarga prolongaciones de su membrana para engullir particulas de PET. Las figuras 31 y 32 corresponden
a la misma caja de Petri donde se llevé a cabo el seguimiento por medio de microscopia fluorescente durante hora y media, siendo representativas de diferentes zonas cada una
y donde las micrografias en sefial verde y roja corresponden a las micrografias de sefial blanca posicionadas en las partes superiores.
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En la figura 31 se observan principalmente 3 células, las cuales estan enumeradas para
una mejor referencia y que en un inicio estan adheridas a la superficie de la caja de Petri; a los
6 min de exposicion (tiempo en el que se tomd la micrografia de la figura 31A) la célula
marcada con el nimero 2 parece estar engullendo un agregado de particulas de PET, mientras
que la célula de la parte superior, la célula #1, tiene una prolongacion que parece tocar otro
cumulo de particulas de PET que se encuentra a su derecha. A los 12 minutos de exposicion,
en la figura 31B e inferiores, se observa que las particulas de PET que la célula #2 habia
engullido ahora estdn fuera de la membrana de dicha célula, ademas, la célula #1 se ha
desplazado en la direccion de las particulas de PET; esta célula toma una forma circular, como
se muestra en la figura 31C y posteriormente se acerca a las particulas de PET que tiene a la
derecha, aunque después retrocede sin engullirlas como se muestra en las figuras 31D y 31E.
Se destaca que este comportamiento donde las células se acercan a las particulas de PET y
luego retroceden se vio al menos 4 veces en esta zona al realizar el seguimiento. Ademas, en
esta zona se observan agregados de particulas de PET con un tamafio de hasta 36.53 um de
didmetro.

Por otra parte, la figura 32 muestra el comportamiento de 5 células, las cuales han sido
también enumeradas. En la figura 32A se observan que las células estan adheridas a excepcion
de la célula #5, la cual posiblemente no se adhirio en el tiempo de incubacion. Esta micrografia,
al igual que las de la figura 32F y 32K son representativas del tiempo 0 de exposicion a las
nanoparticulas de PET. Las figuras 32B, 32G y 32L muestran las mismas células, pero con un
desplazamiento por parte del punto de referencia, con un tiempo de exposicion de 3 hy 11 min
transcurridos; en dicho tiempo, las células perdieron su morfologia y tomaron una forma
circular, mientras que la célula #2 se desplaz6 hacia las particulas de PET que tiene en la parte
superior. De igual manera, se observa en la parte inferior que la célula #5 tiene una particula
de PET adherida a su superficie, la cual se adhirio al pasar 1h y 19 min y que se retuvo en ese
lugar hasta que finalizé el seguimiento. En las figuras 32C, 32H y 32M se observa que la célula
#2 elonga unos pseuddpodos que parecen tratar de fagocitar el aglomerado de particulas que
tiene a la derecha. Estas elongaciones se hacen mas pequefias en las micrografias de la figura
32D e inferiores, donde la figura 321 expone de manera mas clara la estructura de la célula en
cuestion con la fluorescencia verde. Finalmente, se observa como estas prolongaciones se
retraen sin engullir las particulas de PET.

4.2.6 Seguimiento de particulas de PET por microscopia confocal

Por ultimo, se realizd la preparacion de muestras para observar las células mediante
microscopia confocal. En el proceso, se realizd nuevamente un seguimiento por microscopia
fluorescente con las herramientas antes descritas. Era necesario exponer las células a las
nanoparticulas de PET, por lo que hacer un seguimiento méas durante este proceso brinda mayor
comprension sobre los efectos relacionados a esta interaccion. Asi, en la figura 33 se observan
las micrografias representativas de los efectos observados en el transcurso de 1 h.
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Figura 33. Micrografias obtenidas por microscopia fluorescente a 40x de células MDA-MB-231 expuestas a nanoparticulas de PET tefiidas con rojo Nilo en concentracion de
10 mg/mL sobre un cubreobjetos funcionalizado con poli-L-lisina al 10% en PBS 1X. En verde se denota el citoesqueleto de las células, mientras que en rojo las nanoparticulas
de PET. Las micrografias de A) y B) son representativas del comportamiento de las células en dos zonas diferentes del mismo ensayo, al cual se le dio seguimiento durante 1
h a 37°C y con una atmosfera con 5% CO,. Se recalca que las particulas de PET muestran fluorescencia tanto en sefial verde como en roja.
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En las micrografias de la figura 33A se observan 3 células con lo que parecen ser
vesiculas de gran tamafio (de 3.6 um hasta 8.9 um de diametro) que tienen diferente intensidad
o nula fluorescencia verde como se aprecia en la figura 33-A3 y 33-A4. Estas vesiculas se
observan desde el tiempo 0. La flecha en A sefiala a una célula que tiene particulas de PET en
su interior y que posteriormente son expulsadas, mientras que en B, se sefiala a una que
mantiene un cumulo de particulas de PET adherido a su membrana celular, el cual permanece
en la misma posicion hasta la finalizacion del seguimiento. Por otra parte, en la figura 33B se
observa como una célula tiene en su interior 2 cimulos de particulas de PET de gran tamafio
(aprox. 11 um), de los cuales la célula expulsa uno y mantiene otro en su interior. Este tltimo
permanece dentro incluso en la Gltima micrografia recuperada.

Para terminar, en las figuras 34, 35y 36 se observan las micrografias recuperadas por
medio de microscopia confocal. La muestra examinada es la misma que esta siendo
representada en la figura 33; de hecho, las células identificadas en dicha figura se intentaron
localizar nuevamente, sin embargo, no se tuvo éxito.

A B

Figura 34. Micrografias obtenidas por microscopia confocal con magnificacion de la lente objetivo a 60x que
demuestra la presencia de microntcleos en células MDA-MB-231 que interactuaron con nanoparticulas de PET
por 1 h. Se exhiben A) las nanoparticulas de PET tefiidas con rojo Nilo (rojo), B) nlcleos celulares tefiidos con
DAPI (azul), C) citoesqueleto de las células correspondiente a GFP (verde), D) combinacion de imagenes
fluorescentes y E) combinacién con campo claro.
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NPs de PET Nucleo Citoesqueleto Union fluorescencia Unién con campo claro

Figura 35. Micrografias obtenidas por microscopia confocal con magnificacion de la lente objetivo a 60x que exhiben el resultado de la interaccion de células MDA-MB-231
con nanoparticulas de PET por 1 h. Se muestran A) las nanoparticulas de PET tefiidas con rojo Nilo (rojo), B) los nicleos celulares tefiidos con DAPI (azul) y C) el citoesqueleto
de las células en verde, correspondiente a la GFP acoplada a esta linea celular. De igual manera se muestran D) las combinaciones de imagenes fluorescentes y E) la combinacién
con campo claro. Cada fila representa una zona diferente de la misma muestra examinada.
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Figura 36. Micrografias obtenidas por microscopia confocal con magnificacién de la lente objetivo a 60x que exhibe la internalizacién de nanoparticulas de PET por células
MDA-MB-231 después de su interaccion durante 1 h. A) Nanoparticulas de PET tefiidas con rojo Nilo (rojo), B) nucleo celular tefiido con DAPI (azul), C) cadherinas tefiidas
con anti-N-cadherina Alexa Fluor 546 ® (rojo), D) citoesqueleto en verde, atribuido a la GFP que expresa esta linea celular, E) micrografia en campo claro, asi como
combinacion de imagenes fluorescentes F) nlcleo, nanoparticulas de PET vy citoesqueleto y G) nicleo, nanoparticulas de PET y cadherinas. Se sefiala con una flecha blanca

una porcién del cuerpo celular cuya membrana parece estar alterada debido a la falta de fluorescencia en dicha zona.
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Las figuras anteriores corresponden a la misma muestra (asi como la figura 33) en
diferentes zonas. La figura 34, con aumento x1, muestra la presencia de micronucleos en las
celulas, los cuales son denotados mediante fluorescencia azul debido a su tincién con DAPI y
sefialados con una flecha blanca en las micrografias de sefiales combinadas. Se deduce que son
microndcleos debido a su forma, intensidad de fluorescencia y localizacién. Ademas, en estas
micrografias se observan grandes particulas de PET en el citoplasma de algunas células, las
cuales parecen estar dirigiendose a los nucleos debido a su cercania con estos.

La figura 35 exhibe 3 zonas; en estas se observa que, a 1 h de exposicion, las
nanoparticulas de PET (tefiidas con rojo Nilo) son internalizadas por las células. Al observar la
escala de las micrografias y la combinacion de imagenes (figura 35 columna D y E), se
distinguen agregados de nanoparticulas de PET de gran tamafio localizados en los ndcleos
celulares. De manera especifica, las micrografias de la primera fila fueron tomadas con
aumento x1.0 y muestra varias células interactuando con cumulos de particulas de PET. Estos
cumulos se encuentran rodeando la membrana celular, al igual que dentro del citoplasma y del
nucleo de algunas células en particular, lo cual indica que las células MDA-MB-231 pueden
internalizar agregados grandes de particulas de PET en més de una ocasion dentro de la primera
hora de exposicion. El tamafio de los agregados, segun la escala que se observa en las
micrografias, es de hasta 9 um aproximadamente. Las micrografias de la segunda fila fueron
recuperadas con aumento x1.5 y las de la tercera con aumento x1.7; en éstas, se observa que
las células tienen particulas de PET de mas de 5.8 pum en el nucleo, mientras que las
micrografias de la Gltima fila muestran a una célula aislada con una particula de PET de aprox.
3 um de didmetro en su interior.

La figura 36 muestra micrografias tomadas con aumento x2.0 que enfocan una célula
que muestra particulas de PET dentro del nucleo y en el citoplasma, donde el tamafio
aproximado de estas particulas es de 3.5 a 4 um de didmetro. Las figuras 36C y 36 G exhiben
el comportamiento de las cadherinas, tefiidas con anti-N-cadherina (Alexa 546 ®) cuando las
células han internalizado particulas de PET. Se observa una agrupacion de cadherinas en la
zona inferior de la célula, zona a la cual se le atribuye la formacién de una vesicula por las
caracteristicas que se observan en las micrografias de fluorescencia verde y de campo claro
(figura 36D y 36E correspondientemente). Las cadherinas se observan de manera definida y
distribuida en el cuerpo de las células, en las zonas de la periferia y se concentran en la vesicula
de la parte inferior. Asimismo, en estas imagenes se sefiala con una flecha blanca una zona
circular en la parte superior de la célula donde no se encuentra fluorescencia de ninguna sefial,
lo cual podria indicar la ruptura de la membrana celular
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Capitulo V: Marco analitico

Esta investigacion ha permitido mostrar los posibles efectos citotoxicos asociados a la
interaccion de nanoparticulas de PET con células humanas, usando como modelo in vitro la
linea celular MDA-MB-231. Para ello, se usaron particulas de PET creadas a partir de la
metodologia descrita por Rodriguez Hernandez y colaboradores (2019); los autores reportan la
obtencidn de particulas con diferente morfologia y con una distribucién de tamafio de 50 a 300
nm, las cuales demostraron conservar las propiedades quimicas y estructurales del PET
mediante espectrometria por transformada de Fourier (FTIR) y difraccion de rayos X (XRD).

Se determind la estabilidad de las nanoparticulas de PET en diferentes soluciones
mediante DLS, de esta manera, se busca tener comprension sobre el efecto que los diferentes
medios empleados en el cultivo celular tienen en la formacion de coronas, ya que estas tienen
un impacto en la absorcion de particulas, en su internalizacidn y liberacion, asi como en su
tamafio y composicion superficial (Stapleton, 2021; Voronovic et al., 2021). El potencial Z
indica que las nanoparticulas de PET obtenidas por este método presentan carga negativa. En
agua destilada el tamarfio de particula promedio es de 1.99 um, sin embargo, este tamafio se le
atribuye a la formacion de agregados debido al caracter hidrofébico del PET (Suasnavas Flores,
2017), ademas, ningun otro medio muestra valores similares. El valor obtenido en este control
(1.234x10% nm) se le atribuye a un error de lectura debido al limite de deteccion del equipo, el
cual es de 1 nm (Malvern Panalytical, 2022), mientras que las moléculas del agua tienen un
didmetro aproximado de 0.35 nm (Boyd, 2019)

En general, el tamafio de particula en los controles de los medios presenta una
distribucion de tamafio amplia debido a su respectivo contenido (sales inorganicas, glucosa,
aminoéacidos, vitaminas, iones, etc.); se encontrd un aumento en la distribucion de tamafio del
78.24% para el PBS 1X al agregar particulas de PET. Este aumento de tamafio tan dramatico
se debe al alto contenido de sales inorganicas de este medio, cuyos elementos estan unidos por
medio de enlaces idnicos. De esta manera, los iones del entorno se agrupan en la superficie de
las particulas e incrementan su diametro hidrodinamico; el valor absoluto del potencial Z en el
control es bajo, lo cual indica la inestabilidad del coloide, sin embargo, al agregar las
nanoparticulas de PET hay un aumento en el valor absoluto del potencial Z que, aunque se
mantiene en valores indicados para coloides relativamente estables, el tamafio es muy grande
(970.1 £ 139.4). En este caso, la alta concentracion de metabolitos provoca que las fuerzas de
Van der Waals involucradas en la adsorcion de los iones a las nanoparticulas sean importantes,
pero éstas no son consideradas en la técnica de DLS, de tal manera que el valor del potencial
Z no brinda un panorama adecuado (Bhattacharjee, 2016). Esta observacion también aplica
para el caso del potencial Z obtenido en el agua destilada, donde la hidrofobicidad del PET
hace que las nanoparticulas se aglomeren.

Particularmente, los tamarios presentados para el DMEM sin suplementar se atribuyen

también a las moléculas de gran tamafio que tienen este medio (glucosa, vitaminas,
aminoacidos, entre otros), las cuales se encuentran en hasta 4 veces mayor cantidad en
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comparacion a los medios MEM; el decremento de tamafio al agregar PET se debe a la
interaccion de las particulas de PET con dichas moléculas, las cuales se fragmentan y acortan
a la vez una porcién de su estructura migra y forma la corona en las particulas de PET. Esto
concuerda con las observaciones planteadas por Ge y colaboradores (2015), quienes indican
que las proteinas pueden desplegarse y exponer epitopos ocultos, asi como formar nuevos,
cuando forman coronas; es decir, pueden sufrir cambios estructurales y quimicos al asociarse
con la superficie de las particulas.

Los trabajos de Monti et al. (2015) y Magri et al. (2018) sefialan que la estabilidad
coloidal de particulas de plastico se ve afectada por la presencia de proteinas séricas, donde
Magri y colaboradores, en particular, sefialan que éstas mejoran la estabilidad de particulas de
PET en el DMEM suplementado. De esta manera, las lecturas de tamafio del DMEM
suplementado (el cual contiene suero fetal bovino), asi como el de MEM solo y MEM
suplementado describen de mejor manera el tamafio de las particulas de PET empleadas. Su
tamafio se mantiene muy levemente por encima de los 100 nm en los tres casos, donde el
potencial Z indica que las particulas son relativamente estables (Bhattacharjee, 2016).

Por altimo, los valores singulares de tamafio para el SFB (50%) se atribuye a dos
situaciones; la primera es que este medio fue el Gltimo en medirse, por lo que la solucion de
nanoparticulas de PET que se le agreg6 pudo haberse precipitado, de tal manera que los pL de
la solucién de PET que se le agregaron tendrian nula cantidad de estas particulas. EI segundo
caso es que, debido al alto contenido de proteinas de este medio y a su alta densidad, las
particulas de PET se aglomeraron con las moléculas del medio y se sedimentaron, de tal forma
que los valores de tamafio presentados son de las moléculas méas pequefias que lograron
permanecer a manera de coloide en esta muestra. Los medios de principal uso en el cultivo
celular fueron el DMEM y MEM suplementados, en los cuales los valores de tamafio de las
particulas de PET no presentan diferencias significativas. De esta manera, el uso de alguno de
estos dos medios no supone rutas de internalizacién o de absorcién diferentes atribuibles al
tamafio o a la conformacion de coronas de diferente naturaleza.

Los datos de tamafio descritos, asi como los tamafios de las particulas de PET que se
observan en las micrografias presentadas, sefialan la presencia de particulas pequefias y de
grandes agregados, cuyo tamafio incluso supera los 130 um de didmetro. Respecto a ello, se
observa que la formacion de agregados se suscita principalmente al tener concentraciones altas
de PET, tal como lo muestran las micrografias recuperadas para las concentraciones de 1
mg/mL, 100 pg/mL y 10 pg/mL. De esta manera se deduce que la cantidad de particulas de
PET, el medio de su entorno y el tiempo en el que las particulas estan suspendidas, son factores
que propician la formacion de agregados y de coronas. Se presume, que la corona influencia su
captacion e internalizacién celular (Monti et al., 2015), lo cual se ve reflejado en las diversas
micrografias expuestas en este trabajo, donde, en efecto, se observan particulas de PET en el
interior de las células MDA-MB-231. Si bien hay aglomerados de gran tamafo, el tamafio
méaximo de las particulas internalizadas en este trabajo es de 10 pum.
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Dentro de las primeras 24 h de exposicién se observa una gran cantidad de particulas
de PET adheridas a la superficie de las células, lo cual puede ser el inicio de la internalizacion
celular (Liu et al., 2021), ya que este proceso puede llevarse a cabo de manera pasiva mediante
procesos de difusién como sefala el trabajo de Geiser y colaboradores (2003), quienes indican
que aquellas particulas que persisten en la superficie epitelial seran absorbidas por éstas. Las
micrografias obtenidas permitieron observar la presencia de lamelipodios, los cuales son
importantes para el desplazamiento celular y en procesos endociticos dependientes de
filamentos de actina, tales como la macropinocitosis y fagocitosis (Megias et al., 2019). De
esta manera, se observa lo mencionado en el trabajo de Wright & Kelly (2017), quienes refieren
que las células epiteliales y endoteliales son capaces de captar particulas por medio de procesos
endociticos y fagociticos.

Con este trabajo, se evidencia que las células MDA-MB-231 son capaces de internalizar
las particulas de PET de manera inmediata, incluyendo la captacion de varias particulas de
manera simultanea y de agregados de gran tamafio, sobre todo cuando hay concentraciones
altas tales como 1 mg/mL. Ademas, se demuestra que dicha internalizacion parece estar
mediada por los microfilamentos del citoesqueleto, ya que es notorio la presencia de
pseuddpodos que se alargan en direccién de las particulas para engullirlas incluso tan solo 6
min después de su exposicion. Estas observaciones también se han reportado en los trabajos de
Liu et al. (2021), Monti et al. (2015) y Aguilar-Guzman et al. (2022), quienes demuestran que
la captacion de microplasticos es un proceso mediado principalmente por microfilamentos,
donde predomina la macropinocitosis.

A un corto tiempo de exposicion, la estructura de la cadherina se muestra como una
malla laxa distribuida en el cuerpo celular y de manera localizada en lo que parece ser la
formacion de una vesicula; asi, se observa que, dentro de la primera hora de interaccion, la
estructura y capacidad de adhesion celular ain no se ha perdido a pesar de que las células
tengan particulas de PET en su interior. En las diferentes micrografias se observa que las
particulas de PET se encuentran en el citoplasma y migran a las regiones perinucleares para
finalmente establecerse en el nucleo. Estas caracteristicas son atribuibles a la nueva identidad
que les brinda la corona, la cual es susceptible a la degradacion y desintegracion con el paso
del tiempo. Las células exhiben dafios en la membrana celular y vesiculas de gran tamafio desde
las primeras 24 h de exposicion, lo cual esté relacionado a una respuesta por la internalizacion
de microplasticos como también se ha observado en trabajos de Aguilar-Guzman et al. (2022)
y Magri et al. (2018).

Los resultados obtenidos del ensayo de viabilidad indican que las células tienen una
respuesta a corto y largo plazo cuando éstas interactian con las particulas de PET. En las
primeras 24 h de exposicién se observa que la viabilidad y proliferacién celular decrece
respecto a los valores obtenidos en el control positivo para todas las concentraciones de
particulas de PET examinadas debido a la rapida internalizacion de las particulas de PET. Este
efecto adverso perdura para concentraciones altas como se demostr6 con la concentracion de 1
mg/mL; asi, se acentla que la interaccion prolongada y constante a concentraciones elevadas
de microplasticos interfiere y deteriora las funciones celulares de manera continua. Esta
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respuesta incluso puede deberse a la citotoxicidad provocada por bioacumulacion, ya que es
posible encontrar agregados de PET de gran tamafio dentro de las células cuando hay muchas
particulas en su entorno.

A concentraciones mas bajas, el efecto a largo plazo se manifiesta como un incremento
en la viabilidad celular; esto podria interpretarse como una mejora donde las células logran su
supervivencia y el mantenimiento de sus funciones, pero no es asi. Primero, cabe destacar que
se intento contar las celulas de los ensayos de manera tradicional para asegurar que el aumento
de fluorescencia en los ensayos de viabilidad estuviera relacionado con un aumento en la
cantidad de células, sin embargo, no se tuvo éxito al retirarlas de los pozos debido a su
propiedad adherente. Asi, de manera preliminar se decidié observar el comportamiento en la
cantidad de proteina, ya que ésta debe aumentar con el tiempo debido a la proliferacion celular;
los datos obtenidos confirmaron que los datos de viabilidad tienen una relacion lineal con la
cantidad de biomasa el control (ver figura 28). Sin embargo, al analizar la concentracion
minima de afectacion (10 ng/mL), se observd un aumento en la cantidad de proteina desde las
primeras 24 h, la cual incrementé a 48 h'y decreci¢ rapidamente a 72 h sin tener relacion directa
con la cantidad de fluorescencia. Estos cambios abruptos pueden significar que las células estan
sufriendo hiperplasia, que es el aumento anormal de células acompafiado en un aumento de
volumen y de su capacidad funcional (ECR, 2022), lo cual explica el aumento en la cantidad
de proteina y de resazurina metabolizada. Este proceso ocurre de manera fisiologica en las
glandulas mamarias (American Cancer Society, 2019), sin embargo, en este caso se puede
atribuir a un efecto provocado por la presencia de PET, ya que el decremento abrupto es sefial
de que las células “desaparecen” o mueren.

Por otro lado, al analizar los niveles de nitritos/nitratos se observo que la relacion entre
la cantidad de nitritos fue lineal respecto al tiempo para los controles positivo y negativo, con
la diferencia de que las células presentaron menor concentracion de nitritos en el control
negativo. En el caso de los valores altos obtenidos para el control positivo, se sabe que esta
caracteristica es intrinseca de la linea celular MDA-MB-231, ya que son células de
adenocarcinoma de mama de grado I11, donde (Ranganathan et al., 2015) refieren una relacion
directa entre la expresién de 6xido nitrico por iNOS con la etapa del cancer de mama; de esta
manera, indican que entre mayor sea el grado de malignidad del carcinoma, se tendra mayor
nivel de expresion de iNOS. Dado que las células empleadas en este trabajo son de grado I,
se tiene una produccion basal alta de 6xido nitrico que se convierte en nitritos y nitratos de
manera rapida debido a su inestabilidad y por su oxidacion en el entorno bioldgico (Solis Reyes,
2004). Maés aun, este aumento podria estar relacionado directamente a la linea celular ya que
Jin y colaboradores (2015) indican que la expresién de iNOS se implica en la sensibilizacion
de células cancerosas a la apoptosis. Por otra parte, en el control negativo, las células absorben
rapidamente el DMSO agregado a estas muestras, lo cual provoca muerte celular; asi, hay
menos células y por ende las cantidades que se producen de nitritos son mucho menores en
comparacién con el control positivo. No obstante, a pesar de la pérdida en la viabilidad celular,
el aumento en la concentracion de nitritos respecto al tiempo se debe a la sobreestimulacién de
iNOS.
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Las células expuestas a particulas de PET muestran valores semejantes a los del control
negativo y a largo plazo (72 h) se observa que todas exhiben valores bajos con diferencia
significativa respecto al control positivo. Las células expuestas a concentraciones bajas (de 1
Mg a 10 ng) siguen una relacion lineal al aumentar la concentracién de nitritos respecto al
tiempo y manteniendo valores bajos. La tendencia de aumento respecto al tiempo, al igual que
en el control negativo, se debe a la sobreestimulacion de iNOS que se ve reflejado desde las 24
hy principalmente a las 48 h; estos periodos son importantes debido a que Cerqueira & Yoshida
(2002) mencionan que después de su induccion, la iNOS esté activa hasta por 20 h. A 72 h esta
sobre estimulacion cesa, por lo que la cantidad de nitritos no muestra incrementos abruptos.

Por otra parte, para concentraciones altas (1 mg/mL) se tiene un enorme incremento en
la cantidad de nitritos a 48 h, el cual incluso supera a los valores del control, seguido por un
decremento a 72 h. Esta respuesta se le atribuye a la sobreestimulacion inmediata de iINOS, que
produce 6xido nitrico en grandes cantidades y el decremento que se observa a 72 h esta
relacionado con la interaccion de estas especies con el medio, lo cual posteriormente provoca
una respuesta citostatica que demora e incluso detiene el crecimiento de las células (Cerqueira
& Yoshida, 2002); este argumento se respalda en el decremento que presenta el porcentaje de
viabilidad después de las 72 h para dicha concentracién. Para concentraciones medias (100
pg/mL y 10 pg/mL), se observé un ligero decremento en la concentracion de nitritos a 48 h,
aunque la viabilidad aumento en ambos casos; el decremento en la cantidad de nitritos también
supone un efecto citostatico; dado que la cantidad de oOxido nitrico fue menor que en la
concentracion de 1 mg/mL el decremento en la viabilidad no es pronunciado. Estas
observaciones se podrian corroborar al observar el comportamiento de los nitritos por un
periodo mas largo, tal como 7 dias, para comparar su variacion respecto al tiempo y con la
viabilidad celular.

Para determinar la influencia de las particulas de PET en la absorcion de sustancias, se
empled un modelo de nitroprusiato de sodio. En las primeras 24 h es notable la disminucion
abrupta en la absorbancia de este compuesto cuando esta expuesto a una alta concentracion de
particulas de PET (1 mg/mL); este valor se mantiene hasta finalizar el experimento con una
variacion pequefia atribuible a errores de manipulacion y de lectura, ya que al mantener la
misma muestra por 7 dias el volumen se evapor6 y disminuyd. La absorbancia del compuesto
es directamente proporcional a su concentracion (Diaz et al., 2006), por lo que la disminucion
representa la perdida del compuesto en la muestra; de esta forma, se denota que el nitroprusiato
de sodio ha sido absorbido por las particulas de PET, las cuales llegan a un punto de saturacion.

No obstante, puede que las particulas de PET se hayan precipitado a lo largo del
experimento ya que no se resuspendid al momento de realizar las lecturas, ademas, si bien las
lecturas indican absorbancia del compuesto por el PET, este experimento se realizé utilizando
PBS, por lo que los iones del medio forman una corona que incrementa el tamafio de las
particulas y les brinda diferentes propiedades como se ha discutido anteriormente. Asi, el
resultado de este ensayo no aporta informacion veraz sobre la interaccion del PET y el
compuesto, ya que los iones afectan la medida e interfieren debido a la interaccion que tienen
con la superficie de las particulas. Esta observacion sirve para redireccionar protocolos futuros
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y prever este comportamiento. De igual manera, para reconducir la evaluacién sobre las
especies reactivas de nitrégeno, se recomienda evaluar la presencia de especies reactivas de
oxigeno (ROS), analizar la presencia de citoquinas relacionadas a la produccién de 6xido
nitrico y realizar pruebas de apoptosis para complementar los resultados de viabilidad y
proteina.

Otra caracteristica que puede indicar alteraciones en la célula esta relacionada con el
nucleo celular. El trabajo de Garate Carrillo (2016) indica que la presencia de mdltiples
nucleolos, asi como nucleos grandes y poco cuerpo celular es caracteristico de la linea MDA.-
MB-231. Sin embargo, también se observaron microndcleos. Esto podria ser resultado del
efecto citotdxico del 6xido nitrico, ya que, al reaccionar con especies de oxigeno, éste se
transforma en peroxinitrito, el cual puede oxidar y nitrar el ADN y provocar estas alteraciones
(Aparicio Carrillo, 2017). En este trabajo de tesis se observo una pérdida de la morfologia
celular, que fue evidente y pronunciada después de 48 h de exposicion a las particulas de PET.
El cambio hacia una forma esférica y voluminosa ocurre por el desacoplamiento del
citoesqueleto en la membrana celular y es indicio de muerte celular por apoptosis (Fackler &
Grosse, 2008). También se observan filopodios que permanecen hasta las 120 h de exposicion,
siendo indicio de que la célula sigue sensando su entorno para poder sobrevivir. No obstante,
las células no son capaces de digerir las particulas de PET o de generar una respuesta adecuada
para su eliminacién, ya que éstas son expulsadas de las células, incluso tras algin intento sin
éxito por engullir a las particulas, las células optan por retraerse y alejarse de éstas. De esta
manera, se constata que la concentracion de PET en el entorno y el tiempo de exposicion tienen
un efecto adverso en las ceélulas que afecta la distribucion de actina y las estructuras de
microtubulos, lo cual podria explicar la falta de fluorescencia, cambios morfoldgicos y dafios
encontrados en la membrana.

Como ultima observacion, la presencia de vesiculas citoplasmaticas perinucleares de
gran tamafio y la disminucién en la viabilidad celular son caracteristicas de un tipo de muerte
celular denominado paraptosis (Hager et al., 2018). Mas aun, el trabajo de Pierroz y
colaboradores (2016) manifiesta que es posible que se desarrolle una respuesta paraptotica
cuando la diana es el nucleo, lo cual sucede con la localizacion de las particulas de PET, como
se ha observado en las diferentes micrografias. Otras caracteristicas de la paraptosis son
aumento de volumen mitocondrial y la interrupcion de la homeostasis del reticulo
endoplasmico, que desencadena la malformacion de proteinas como respuesta (Hager et al.,
2018; Pierroz etal., 2016; Medran, 2007). Asi, el aumento de proteina podria estar relacionado
conun fallo en el reticulo endoplasmico, a raiz de la paraptosis; para confirmar esta observacion
podria analizarse a mayor detalle el comportamiento de este organelo, asi como el de la
mitocondria e incluso la cantidad de caspasas que se ven involucradas en la activacion de
muerte celular.
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Capitulo VI: Conclusiones

El PET contribuye a la contaminacion por plastico en gran medida, ya que es uno de los
materiales predilectos para la elaboracion de empaques y otros objetos. El desperdicio de este
material, asi como su mala disposicion, contribuye en gran medida a la contaminacion por
plasticos a la que hoy en dia el mundo se enfrenta. A pesar de ser sometido a diversos agentes
degradantes, los plasticos perduran y se fragmentan en pedazos pequefios denominados
microplasticos. Diversos estudios confirman la presencia de estas particulas en el aire, agua y
suelo, los cuales son incluso transferidos por medio de la cadena alimenticia hasta los humanos.
El conocimiento sobre las caracteristicas de los microplasticos, asi como las consecuencias que
estos tienen en los seres vivos y ecosistemas alin es escaso. Con el fin de contribuir a este
campo de investigacion, en este trabajo se evaluo la internalizacion de particulas de PET
sintetizadas en laboratorio a partir de la metodologia descrita por Rodriguez Hernandez y
colaboradores (2019) en la linea celular MDA-MB-231, con el fin de identificar los potenciales
efectos adversos asociados a la interaccion de las células con estas particulas. Se analizaron
concentraciones que van de 10 ng/mL a 1 mg/mL, para corroborar la influencia de la
concentracion en los efectos. El andlisis de los resultados obtenidos condujo a las siguientes
conclusiones:

1. Se demostré que la concentracion de particulas de PET, el medio circundante y el
tiempo en suspension son factores que propician la formacion de corona y de agregados
de gran tamafio.

2. Se confirma que las coronas brindan una nueva identidad a las particulas de PET, lo
cual influencia su captacion e internalizacion celular y les permite establecerse en el
citoplasma, regiones perinucleares y en el nucleo.

3. Se evidencia que las células MDA-MB-231 son capaces de internalizar las particulas
de PET de manera inmediata y simultanea, al igual que agregados cuando hay
concentraciones altas (1 mg/mL). El tiempo minimo de internalizacién en este trabajo
fue de 6 min y el tamafio maximo de las particulas internalizadas fue de 10 pm.

4. La presencia y actividad de pseuddpodos indica que la internalizacion de particulas de
PET es dependiente y mediada por los microfilamentos del citoesqueleto, de tal forma
que los procesos endociticos involucrados son la macropinocitosis y fagocitosis.

5. Lainteraccién prolongada y constante a concentraciones elevadas de particulas de PET,
tales como 1 mg/mL, interfiere y deteriora las funciones celulares de manera continua,
lo cual se refleja como un decremento de la viabilidad y proliferacién celular a corto y
largo plazo.
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6. En concentraciones medias y bajas de particulas de PET (100 pg/mL a 10 ng/mL) se
presenta hiperplasia, lo cual estd relacionado con un aumento anormal de células e
incremento en su capacidad funcional, lo cual concuerda con los resultados obtenidos
sobre grandes cantidades de proteina y de resazurina metabolizada para las muestras
mencionadas.

7. Las particulas de PET alteran la distribucion de actina y la estructura de microtubulos,
lo cual posteriormente da paso a la muerte celular ya que se observan dafios en la
membrana celular, cambio hacia una morfologia circular y pérdida en la fluorescencia
de las células a partir de 48 h de exposicion

8. Los dafios que presentan las células son atribuibles a una respuesta paraptotica, ya que
se presenta disminucion en la viabilidad celular, vesiculas citoplasmaticas perinucleares
de gran tamafio y una alta concentracién de proteinas, la cual puede ser atribuible a
fallos en el reticulo endoplasmico y alojamiento de las particulas en el nucleo celular.
Para confirmar esta observacion y concluir que el tipo de muerte celular es paraptosis
es necesario analizar otras de sus caracteristicas, las cuales incluyen aumento de
volumen mitocondrial, funcionamiento del reticulo endoplasmico y activaciéon de
caspasas.

9. La interaccion de las células MDA-MB-231 con las nanoparticulas de PET provoca la
sobreestimulacion de la iNOS en las primeras 24 a 48 h de exposicion, seguido de una
respuesta citostatica que demora o detiene el crecimiento de las células en mayor
medida cuando hay particulas de PET en concentraciones altas (1 mg/mL), ademas de
provocar una respuesta citotoxica que altera el ADN que da paso a la formacion de
micronucleos.
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ANnexos

La figura 19 muestra la distribucion de tamafo obtenido mediante DLS para los diferentes
medios empleados a lo largo de los experimentos sin y con la adicién de nanoparticulas. Para
determinar el tamafio de las nanoparticulas de PET sin la influencia del contenido de los
medios, se determin0 la distribucién de tamafio en agua destilada como se muestra en la figura

19A. Los controles se muestran en color gris, mientras que los medios con nanoparticulas de
PET se exhiben en color negro.
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Figura 19. Distribucién de tamafio obtenidos por triplicado mediante DLS para los diferentes medios que se
emplearon. Con color gris se exhiben los controles y con color negro, los medios con nanoparticulas de PET.
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Por otra parte, la figura 20 muestra el cambio de color que se dio como resultado de la
interaccion del reactivo AlamarBlue® con las células metabolicamente activas de un ensayo
de viabilidad de 3 dias en los pozos correspondientes a 6 concentraciones de nanoparticulas de
PET y 2 controles, uno de células sin tratamiento (C+) y otro con DMSO (C-).

Triplicado
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o) ||
S z ‘! “.
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Figura 20. Resultado colorimétrico de un ensayo de viabilidad celular de 3 dias con reactivo AlamarBlue®.

Con relacion a ello, la figura 23 recopila las micrografias recuperadas mediante
microscopia fluorescente de un ensayo de viabilidad de 3 dias para los dos controles empleados
en las figuras 23A y 23B. Ademas, las figuras 23C y 23D indican los cambios morfoldgicos
que se tuvieron para células expuestas a nanoparticulas de PET de 1pg/mL y 100 ng/mL
correspondientemente. EIl circulo que se aprecia en la figura 23-1C indica una célula cuya
membrana muestra morfologia alterada, mientras que los recuadros negros indican
acumulacion de nanoparticulas de PET que rodean la membrana celular.

24h 48h 72h
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C) tugmL
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Figura 23. Micrografias obtenidas por microscopia fluorescente que representan la morfologia de las células
MDA-MB-231 durante 3 dias en incubacion con 37°C y atmdésfera de 5% CO; en condiciones A) normales sin
nanoparticulas (C+) y B) con DMSO sin nanoparticulas (C-). En las demé&s micrografias se denotan los cambios
morfoldgicos que tienen con la adicion de nanoparticulas en concentraciones de C) 1 pug/mL y D) 100 ng/mL.

Por su parte, las curvas patron que se emplearon en los ensayos de nitritos y proteina se
muestran en la figura 25A y 25B correspondientemente. Mediante ajuste lineal se obtuvo la
relacion entre la absorbancia y las variables correspondientes; la ecuacion que mejor describe
el comportamiento de las variables se observa en cada grafica, asi como el coeficiente de
determinacion R?
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Figura 25. Curvas de respuesta para A) ensayo de nitritos y B) ensayo de proteinas obtenidos por
espectrofotometria. En las graficas se puede observar el ajuste lineal correspondiente a cada ensayo, asi como su
coeficiente de determinacion R2.
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