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RESUMEN
Los microplésticos de poliestireno (MPs-PS) son particulas con dimensiones menores a 5 mm, que
se han encontrado dispersos en los ecosistemas acuaticos, aereos y terrestres en virtud de que este
polimero (PS) es uno de los mas utilizados en la fabricacion de materiales de un solo uso, por lo
que, al finalizar su vida util, suele clasificarse como desecho dando lugar a los micropléasticos
(MPs). Dichas particulas afectan a numerosos organismos ya que pueden modificar diversos
procesos celulares, metabolicos y gendmicos. Sin embargo, a pesar de la modificacion de dichos

procesos, el mecanismo de ingreso a las células no se ha sido estudiado en su totalidad.

Bajo este panorama, el presente trabajo se centr en evaluar el efecto de los MPs-PS sobre el
citoesqueleto de las células de pulmon humano A549, debido a que el citoesqueleto es la estructura
celular capaz de reaccionar ante cualquier estimulo externo, permitir su entrada y promover
respuestas celulares especificas. Para abordar este objetivo, MPs-PS fluorescentes de 1 um de
didmetro se caracterizaron por Microscopia de Fuerza Atoémica (AFM) y Microscopia Confocal,
para posteriormente evaluar el efecto que producen sobre diversos componentes del citoesqueleto,
como la anexina, vimentina, actina y tubulina mediante inmunocitoquimica a tres tiempos de

exposicion: 24, 48 y 72 h y con tres concentraciones: 10, 100, 1000 pg/mL.

Los resultados demostraron que la exposiciéon de las células pulmonares humanas a MPs-PS,
promueven cambios en la morfologia y en la organizacion del citoesqueleto, dependiendo de la
dosis y el tiempo (los mayores cambios se observaron al maximo tiempo y concentracién
analizados). La reorganizacion del citoesqueleto por la presencia de los MPs-PS consistid en
estiramiento de las fibras de actina; ademas se mostraron acortadas, astilladas y desordenadas. La
anexina pudo determinar la existencia de muerte celular al observar fragmentacion de los ndcleos
y expresar una maxima intensidad fluorescente en las células afectadas. La tubulina se mostrd
difusa resaltando cambios que pudieron determinar la separacion del contacto célula-célula, y la
vimentina determind, en conjunto con la actina, los cambios morfoldgicos de la célula. De manera
interesante, se observo que los MPs-PS se acumulan principalmente en las zonas perinucleares de

la célula.

Estos hallazgos sugieren que el citoesqueleto es un factor importante para que la acumulacion a
nivel celular de los MPs-PS se lleve a cabo, por lo que su estudio es vital para entender el

mecanismo de ingreso y permanencia de estas particulas en las células.

Vi



ABSTRACT
Polystyrene microplastics (MPs-PS) are particles with dimensions less than 5 mm, which have
been found spread in aquatic, aerial and terrestrial ecosystems asthe Polystyrene (PS) is one of the
most widely used polymers in the manufacturing of single-use materials, which, at the end of its
useful life, is usually classified as waste, giving rise to microplastics (MPs), affecting various
organisms, as they can modify diverse cellular, metabolic and genomic processes. Despite of this,

the mechanism of entry to cells has not been fully understood.

Under this scenery, this work focused on evaluating the effect of MPs-PS on the cytoskeleton of
human lung cells A549, as the cytoskeleton is the cellular structure capable of reacting to any
external stimulus, allowing its entry and promoting specific cellular responses. To address this
objective, fluorescent MPs-PS of 1 um in diameter were characterized by Atomic Force
Microscopy (AFM) and Confocal Microscopy, then the effect of microparticles on various
components of the cytoskeleton such as annexin, vimentin, actin and tubulin was evaluated by
immunocytochemistry at three exposure times: 24, 48 and 72 h, and at three concentrations: 10,
100, 1000 pg/mL.

The results showed that the exposure of human lung cells to MPs-PS promotes changes in the
morphology and organization of the cytoskeleton in a dose- and time-dependent manner, the
greatest changes were observed at the maximum time and concentration analyzed. The
reorganization of the cytoskeleton due to the presence of the MPs-PS consisted of stretching the
actin fibers; they appeared shortened, splintered and disordered. Annexin was able to determine
the existence of cell death by observing nuclei fragmentation and expressing a maximum
fluorescent intensity in the affected cells; tubulin was diffuse, highlighting changes that could
determine the cell-cell contact separation, and vimentin determined, in together with actin, the
morphological changes of the cell. Interestingly, MPs-PS were found to accumulate mainly in the

perinuclear areas of the cell.

These findings suggest that the cytoskeleton is an important factor for the accumulation of MPs-
PS at the cellular level, so its study is vital to understand the mechanism of entry and permanence

of these particles in cells.
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INTRODUCCION
Los plasticos son materiales poliméricos que poseen una alta masa molecular y plasticidad;
generalmente éstos son obtenidos de fuentes petroquimicas [1]. Debido a su gran durabilidad y
maleabilidad, se ha extendido su uso en la fabricacion de diversos productos de embalaje, textiles,
materiales de limpieza y cosméticos [2], incluso sus aplicaciones se extienden a la generacion de
dispositivos biomeédicos y a campos como la agricultura y la electronica. Sin embargo, los
beneficios que aportan los plasticos a la humanidad se ven mermados por la escasa cultura del
reciclaje y la deficiente disposicion final de los plasticos cuando éstos ya han terminado con su

vida atil, generando fragmentos pequefios, denominados microplasticos (MPs) [3].

Los MPs son fragmentos o particulas con una dimension inferior a los 5 mm de didmetro [4], los
cuales pueden clasificarse de acuerdo a su origen, de tal manera que, los que provienen de la
degradacion de plasticos mayores son considerados MPs secundarios, mientras que los disefiados
desde su origen como microparticulas, como por ejemplo la diamantina y algunos aditivos

cosméticos, son denominados MPs primarios [5].

Actualmente se ha comprobado que los polimeros plasticos que generan mas MPs son el
polipropileno (PP), el polietileno (PE) y el poliestireno (PS); éstos generan particulas que rondan
diametros de entre 1 a 5 pm y habitualmente con morfologia esférica [6-10]. Estos polimeros
plasticos son conocidos como polimeros basicos o “commodities” ya que se producen en

volimenes grandes y generalmente se usan en aplicaciones domésticas [11].

El PS es uno de los pléasticos que es empleado, en la mayoria de los casos, para productos de un
solo uso, por lo que es uno de los polimeros méas abundantes, debido a su versatilidad y amplia
gama de aplicaciones y propiedades como su rigidez y alta durabilidad. Sin embargo, al ser un
polimero plastico sumamente usado, al finalizar su vida til, ya no se considera un producto valioso

y es clasificado como desecho [9, 12].

Algunos autores reportan que los desechos plasticos del PS experimentan deterioro en tiraderos de
basura, lo que eventualmente genera MPs secundarios que contaminan el suelo, el agua e incluso
en el aire, ya que debido a su tamafio y a su masa relativamente baja pueden persistir en los
ecosistemas acuaticos, terrestres y aéreos por mucho tiempo. En particular, los MPs aéreos,
persisten suspendidos en la atmdsfera, aumentando la posibilidad de ser inhalados por los

organismos, por lo que son considerados como un riesgo para la salud humana [13, 14]. Sin
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embargo, a pesar de que se reporta la existencia de los MPs en el aire, los efectos de estas particulas

en el ser humano, no se han estudiado lo suficiente.

Investigaciones recientes sobre la presencia de MPs en el aire revelaron que los MPs con un
diametro < 10 um representan un riesgo para la salud humana debido a que, por su tamafio ,son
inhalados y se acumulan en el interior de la cavidad nasal. En contraste, los MPs con diametros
menores, que rondan los < 2.5 um, representan mayor riesgo para el sistema respiratorio y
cardiovascular, puesto que sus dimensiones les permiten alojarse en la via nasofaringea e incluso
ingresar y acumularse a los alveolos pulmonares, ya que este tamafio de particula no es retenido
por la mucosa de la cavidad nasal. Por otro lado, se ha demostrado que las particulas atmosféricas
que tienen un diametro > 10 um, pueden alojarse en las regiones intratoracicas del sistema
respiratorio [5, 15], ocasionando efectos negativos en las células alveolares, como dafios en el ADN
[16], estrés oxidativo e inflamacion [17], y bioacumulacion celular, lo que promueve una
desregulacién de diversos procesos celulares, probablemente a través de su interaccion con el

citoesqueleto [18].

El citoesqueleto es un complejo tridimensional de proteinas, el cual, ademas de proveer soporte a
los organelos celulares, también participa en diversos procesos celulares como el transporte de
sustancias, la division, la proliferacion, la adhesion, la diferenciacion e incluso participa en
procesos como la muerte celular (mediante la reorganizacion de la red de microtibulos
apoptéticos); todo ello en respuesta a estimulos externos como los eléctricos, magnéticos, fisicos,
quimicos y mecéanicos. En este sentido, el citoesqueleto es una red celular extensa y dinamica que
organiza y modifica su estructura para que la célula pueda adaptarse a su entorno, e incluso alejarse
de estimulos citotoxicos, por lo que es posible relacionar los cambios en la expresion y
reordenamiento de los componentes del citoesqueleto con los procesos celulares atoxicos o

citotoxicos que experimentan las células al estar en contacto con diferentes materiales [19-22].

Bajo este panorama, este trabajo se centra en estudiar in vitro el efecto de los MPs de PS en el
citoesqueleto de la linea celular A549 derivadas del sistema respiratorio, descritas como células
epiteliales alveolares humanas tipo Il, con la finalidad de contribuir al entendimiento de los
mecanismos de contacto de los MPs con células pulmonares, y su posible relacién con la tolerancia
a largo plazo que han exhibido estas microparticulas en diversos tejidos, lo que a su vez permitira

vislumbrar los potenciales efectos de los MPs en la salud humana.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1. Polimeros sintéticos

Los polimeros son macromoléculas que se forman por la union de una o varias moléculas mediante
enlaces covalentes; dependiendo de cual sea su origen, pueden ser clasificados como naturales o
sintéticos. Los polimeros naturales como el ADN, la celulosa o proteinas presentan estructuras
complejas y son llamados también biopolimeros, mientras que los sintéticos, generalmente se
obtienen artificialmente en laboratorios o en la industria y se producen con una amplia gama de
pesos moleculares y a gran escala, por lo que son de mayor interés comercial [23]. Estos ultimos
son generalmente derivados del petréleo y contienen enlaces carbono-carbono en su cadena,
especificamente en su columna vertebral. Aunque en la actualidad se usan polimeros sintéticos en
muchas aplicaciones de la vida diaria [24], éstos se han producido aproximadamente desde hace
70 afios y, gracias a sus propiedades y aplicaciones han podido sustituir gran parte de los materiales
utilizados por la humanidad [25]. Debido a su versatilidad y a su bajo costo, los polimeros se
pueden usar en todos los sectores industriales como la construccion, agricultura, deporte, equipo

médico, etc. [26].

1.1.1. Produccidn, usos y aplicaciones

La produccion de los polimeros sintéticos comenz6 en el siglo XX con el primero de ellos, la
baquelita; posteriormente la produccion en masa de estos polimeros se logr6 hasta el afio 1950
alcanzando desde entonces un crecimiento exponencial. Esto ha ocurrido gracias al descubrimiento
de polimeros como el poli (tereftalato de etileno) (PET), polietileno de alta, baja y lineal de baja
densidad (HDPE, LDPE y LLDPE), poli (cloruro de vinilo) (PVC), polipropileno (PP) y
poliestireno (PS); estos materiales son llamados también polimeros “commodities” o basicos y hoy
en dia se fabrican miles de éstos a escala comercial. La mayoria de los polimeros sintéticos se
producen con petroquimicos no renovables, los cuales, aunque son econémicos, tienen propiedades
fisicas que se ajustan cuando se sintetizan y pueden ser moldeados mediante procesos como el

rotomoldeo, la inyeccion, extrusion, compresion, soplado o termoformado [27].

Las aplicaciones de los polimeros son extensas y estan presentes en todos los ambitos de la vida
cotidiana. En la actualidad, los polimeros sintéticos se han utilizado en productos manufacturados
logrando sustituir los materiales usados tradicionalmente como la madera, metales y materiales

cerdmicos [28, 29]. Estos polimeros estan inmersos en diversas areas, incluso se ha optimizado su



produccion para aplicaciones biomédicas y farmacobioldgicas, logrando su uso en dispositivos
quirargicos y de diagndstico, en la ingenieria de tejidos, en la medicina regenerativa, e incluso han

sido usados en sistemas de administracion de farmacos [30].

1.2. Poliestireno (PS)

El PS es un polimero sintético, inodoro e incoloro; es considerado un termoplastico aromatico que
proviene de la polimerizacion del estireno, el cual es considerado uno de los monémeros mas
versatiles, ya que tiene la capacidad de copolimerizarse con otros mondémeros. Se obtiene mediante
polimerizacion por radicales libres, usando iniciadores como el peroxido de benzoilo [31]. Su

estructura quimica, se encuentra representada en la Figura 1.1.
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Figura 1.1 Estructura quimica del PS.

La presencia del anillo de benceno, en uno de cada dos atomos de carbono de su cadena principal,
le otorga una configuracion voluminosa rigida. Este polimero generalmente es transparente y

también puede ser espumado. Existen cuatro tipos principales [32-34]:

» PS cristal de uso comun, solido transparente, duro y fragil.
* PS de Alto Impacto (HIPS), més resistente a golpes subitos y opaco.
» PS expandido, el cual es ligero y contiene una especie de burbujas lo que reduce su densidad.

« PS extrusionado, con propiedades similares al PS expandido, pero con celdas cerradas.

1.2.1. Propiedades

El PS de uso de general es un material fragil y, debido a sus propiedades y bajo costo es utilizado
en un sinfin de materiales; ademas, su produccion es relativamente facil. Tiene una densidad entre
1.04 y 1.06 g/cm? y se caracteriza por su rigidez. Su temperatura de transicion vitrea se encuentra
entre 90 y 95 °C, lo que lo hace adecuado para su procesamiento por moldeo o inyeccion,
obteniéndose objetos de pared muy delgada; presenta propiedades como su resistencia mecanica,

aislamiento térmico y estabilidad dimensional [35]. Dispone de propiedades eléctricas como un



factor de potencia muy bajo y gran resistividad volumétrica; dichas propiedades no son afectadas
por la humedad del ambiente. Es soluble en disolventes organicos como cetonas, ésteres e
hidrocarburos aromaticos.; es resistente a acidos, alcalis, sales, aceites minerales, acidos organicos

y alcoholes [31, 36, 37]. Las propiedades del PS, se encuentran en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Propiedades del PS de uso general

) ) PS de uso
Propiedad Unidades
general
Densidad kg/m3 1.05
Indice de refraccion 1.589
Temperatura de
o °C 90-95
transicion vitrea (TQ)
Esfuerzo de tension MPa 40
Madulo de flexion GPa 3
Resistencia al impacto J/m 20-50

1.2.2. Aplicaciones

El PS tiene diversas aplicaciones, como por ejemplo, en la industria del embalaje, la construccion,
muebles, articulos para el hogar, electricidad, electronica, transporte y en la agricultura [36, 37].
Con frecuencia se producen con este polimero productos transparentes como articulos de
laboratorio y envases para alimentos. La presentacion espumada es un excelente aislante térmico
por lo que es usado en techos, paredes de edificios y articulos como refrigeradores y congeladores
[9]. EI PS se usa principalmente para material de laboratorio, equipos de diagndstico y
componentes de dispositivos electronicos; las principales aplicaciones del PS y del HIPS se

encuentran resumidas en la Tabla 1.2.



Tabla 1.2 Principales aplicaciones y caracteristicas del PS de uso general y HIPS.

o Propiedades y )
Aplicacion o Tipo
caracteristicas

Material de laboratorio y diagndstico, placas ]
v Transparencia

de Petri, tubos de ensayo, componentes de ] o PS de uso
) § ) v Resistencia quimica
cultivo de tejidos, matraces, bandejas, o general
_ v" Rigidez
pipetas.
v Tenacidad
Carcasas para equipos de diagnostico v’ Estabilidad HIPS
dimensional

1.2.3. Degradacion ambiental del PS

La degradacién de un polimero en condiciones ambientales depende de ciertos factores como el
pH, la temperatura y la humedad, e incluso los microorganismos que se encuentren en el entorno,
ya que éstos pueden acelerar el proceso degradativo; por Gltimo, pero no menos importante, son

las propiedades y caracteristicas del polimero en cuestion [33].

La degradacion del PS es lenta, y se requieren de 10 a 1000 afios [38] para esto, gracias a sus
propiedades hidrofdbicas, por lo que se encuentra por tiempos prolongados en el medio ambiente

como residuo, lo que contribuye a su facil dispersion en los ecosistemas.

Ademas de lo anterior, factores abidticos como la radiacion UV y la temperatura tambien
contribuyen a la degradacion del polimero [39]; la naturaleza involucra la degradacién abidtica que
puede ser foto o térmica, y ésta es seguida por una degradacién biédtica [40]. El calor, el agua y
humedad desempefian un rol importante para que el proceso de degradacion se lleve a cabo, el
incremento de la temperatura por rayos UV en tiempos prolongados inducen termooxidacion y
fotooxidacion de los polimeros plasticos; dichos procesos involucran moléculas de oxigeno, por lo
que este hecho favorece el ambiente para el crecimiento de microorganismo que finalmente

degradan el material. EI pH es otro factor que podria provocar la fragmentacion de la superficie



[41]. Es importante mencionar que todos estos factores desencadenan factores bidticos mismos que

conducen a una degradacion del material.

Recientemente se ha reportado que cepas como la Pseudomonas aeruginosa NB26, Rhodococcus
ruber, Pseudomonas putida CA-3, Curvularia, Bacillus cereus, Xanthomonas sp.,
Sphingobacterium sp., Microbacterium sp. NA23, Paenibacillus urinalis NA26, Bacillus sp. NB6,
participan en la biodegradacion del PS [37]. Aunqgue el proceso biodegradativo ain no es develado
por completo, se sabe que éste inicia en el momento en el cual las bacterias comienzan a crecer
sobre la superficie del polimero formando biopeliculas y liberando enzimas degradativas sobre el

PS, promoviendo pérdida de masa, de acuerdo a estudios termogavimétricos [37, 39, 42].

1.3. Microplésticos (MPs)

1.3.1. Definicion

Los MPs son particulas pequefias de un tamafio que no sobrepasan los 5 mm, por lo que se
encuentran con facilidad en diferentes lugares del medio ambiente, agua, suelo y aire. Estas

particulas tienen diferentes formas: esferas, fragmentos y fibras [43].

1.3.2. Tipos y generacion de MPs

Estas particulas son clasificadas segin su origen, existiendo fundamentalmente dos tipos de MPs:
los primarios y los secundarios. Los MPs primarios son aquellos que son fabricados desde su origen
con un tamafio micrométrico, por lo que ingresan al medio ambiente como microparticulas;
ejemplo de ello son las particulas contenidas en productos cosméticos y pastas dentales [44, 45].
Los MPs secundarios se producen por la desintegracion de los plasticos de mayor tamafio a
consecuencia de efectos fisicos, quimicos 0 mecanicos que degradan los plasticos de gran tamario
[45]. Debido a su tamafio micrométrico, tanto los MPs primarios como secundarios pueden
esparcirse con facilidad. La Figura se en la Figura 1.2 muestra los diferentes tipos de MPs que
existen, segun su origen. Los MPs mas comunes encontrados en el medio ambiente son

principalmente aquellos derivados de polimeros como el PE, PP, PS, PVC y varios poliésteres [46].



Efectos fisicos y quimicos

MPs secundarios

Plasticos de gran tamafio (<5 mm)
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Figura 1.2 Clasificacion de los MPs segln su origen. Los MPs secundarios se producen gracias al
efecto de factores fisicos y quimicos como la radiacién UV, mientras que los primarios son

disefiados desde su origen con tamafio micrométrico. (Elaboracion propia).

A pesar de que los MPs son un problema de contaminacién, resulta imposible eliminar
completamente toda esta contaminacion plastica, asi como eliminar completamente el uso de
plasticos, pues tienen propiedades y usos para aplicaciones importantes en todos los sectores de la
industria. Actualmente, se estan investigando estrategias para mitigar o revertir de alguna manera
este problema que, con el paso de los afios, se ha ido incrementado. Inicialmente se ha hablado de
campafas de concientizacion a la poblacion para el uso razonable de los plasticos, asi como
actividades de limpieza y reutilizacion-reciclaje, acciones para reducir productos plasticos de un
solo uso, entre otras; cabe mencionar que se necesita que las industrias se involucren en conjunto
con la poblacién para poder llevar a cabo estas propuestas [10], y que las acciones para aminorar

la generacidn de desechos plasticos se acompafien de politicas publicas regulatorias [47, 48].

1.3.3. Impacto en los seres vivos

1.3.3.1. Implicacion ecologica

Los MPs afectan seriamente la salud animal. Los peces son la especie con més ingesta de dichas
particulas, puesto que estos animales los confunden con su alimento [36]. Actualmente se ha
comprobado que la ingesta de MPs produce principalmente obstruccion de los apéndices
alimentarios y del sistema digestivo, asi como inflamacion y laceracion de los tejidos



gastrointestinales, lo cual impide la absorcion de nutrientes y limita otros procesos como la

reproduccion de los organismos [45].

A pesar de que el impacto ecoldgico se da con mayor frecuencia en la vida acuética, los MPs
pueden influir en las propiedades del suelo ya que procesos como la degradacion de la hojarasca y
cambios en ciclos de nutrientes pueden resultar perjudicados [49]. Los principales efectos de los

MPs sobre los seres vivos se resumen en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3 Principales efectos biol6gicos derivados de los MPs.

Organismo de Tejido _ )
) ) MP analizado Hallazgo Referencia
estudio estudiado
Microbiota de o .
Membrana | Poliestireno <5 | ® Desorden metabolico (50]
raton intestinal um e Disbiosis
(Mamifero)
Policloruro de
Larva de vinilo Bloqueo en la primera
Erizo de mar | Paracentrotus etapa del desarrollo de la [51]
lividus <250 um larva
<20 pm
e Alteraciones en el
o microbioma de la
Poliestireno
Larva de pez larva del pez cebra.
Pez cebra [52]
cebra SHm e Alteraciones en genes
50 um relacionados con el
metabolismo
energético.
Artropodo Tracto Polietileno <500 Desequilibrio en (53]
terrestre intestinal de Hm microbiota




Folsomia

candida
MPs marinos
) (polietileno de
Linea celular )
baja y alta ) o
Pez de pez RTL- i Citotoxicidad [54]
densidad,
w1 _ )
polipropileno,
poliestireno)
Barrera Poliestireno Acumulacion de MPs de
Ratén . [55]
encefélica PS
0.2,2y 10 um
Aparicion de MPs en
citoplasma de células
Raton Superficie Poliestireno de 2 oculares y pérdida de (56]
ocular pum
viabilidad (in vitro).
Ojo seco e inflamacién
ocular (in vivo).
) Células o )
Artemia o Poliestireno 10 Afectaciones en la
o epiteliales de _ o _ [57]
partenogenética ) ) pum microvellosidad intestinal
intestino
) ) Presencia de MPs en las
Ser humano Placenta Polipropileno [58]
placentas humanas
Linea celular
cerebral y o . )
o Polietileno y Induccion de estrés
Ser humano epitelial o o [59]
poliestireno oxidativo
humana
T98G, Hela
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1.3.3.2. Impacto en la salud humana

Durante los ultimos afios, las investigaciones sobre los MPs han tratado de esclarecer los efectos
que éstos producen en la salud humana, y al estar distribuidos en diversos ambientes como
fragmentos, fibras y peliculas es posible que sus efectos ocurran de maneras distintas. Ademas de
contener aditivos quimicos, su exposicion al medio ambiente facilita la formacion de biopeliculas

microbianas, que vuelven a los MPs fuentes de agentes patdgenos [54].

La Figura 1.3 muestra las tres formas de exposicion a los MPs que existen, las cuales afectan de
manera diferente a los seres vivos. La exposicion puede ocurrir mediante contacto directo (t6pico),
inhalacidn e ingesta, siendo esta Ultima, la via de acceso mas estudiada de los MPs al organismo.
Por otro lado, la exposicién por inhalacidn ocurre debido a la gran facilidad que tienen los MPs de
poder transportarse por el aire, puesto que el tamafio de los MPs aéreos suele ser menor que las

particulas encontradas en el suelo o en el agua [46].

Aunque se ha documentado que el ambiente exterior posee un gran numero de estas
microparticulas, también se han realizado investigaciones que comprueban la existencia de MPs

en ambientes internos como los hogares y oficinas [35, 60].

Contacto dérmico Inhalacién

.

Ingestion

Figura 1.3 Esquema de los tipos de exposicion de los MPs al ser humano: inhalacion, ingestion y

contacto dérmico.

La Tabla 1.4 muestra los tipos de exposicion las cuales se dan a traves de 3 vias, rutas en las cuales

estas particulas siguen para llegar al organismo en diferentes formas; asi como el medio de ingreso
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al organismo de los MPs, ya que a través del consumo y uso de los elementos expuestos en la tabla
es posible el ingreso de dichas particulas al organismo; en ella se puede notar que los principales

efectos de los MPs adquiridos por inhalacion estan asociados a afecciones pulmonares.

Tabla 1.4 Tipos de exposicion de MPs y sus efectos.

Tipo de , .
- Medio de ingreso al Efectos Referencia
exposicion organismo
» e Ingesta de alimentos e Afecta principalmente el
Ingestion _ ) _ [46, 61]
e Consumo de agua sistema gastrointestinal.
o e Productos de higiene L .
Exposicion _ e Envejecimiento de la piel.
o personal: jabones, [46]
dérmica _ e Manchas oscuras.
cremas con exfoliantes.
e Lanprincipal viaes a e Afecciones principalmente en
través de las fosas pulmones.
) o [46, 62,
Inhalacion nasales. e Epitelio respiratorio. 63]
e Erosion del suelo que e Efecto directo de las vias
contiene MPs respiratorias superiores.

Actualmente existe un importante vacio de informacién sobre la evaluacion de la interaccion de
MPs con mamiferos, sus mecanismos de accion, y posibles efectos en la salud. Aunado a esto, es
importante sefialar que se han detectado MPs en productos de consumo humano, como por ejemplo,

mariscos [64], azucar [65], sal de mar [66], cerveza [67] y agua de grifo [55].

La mayoria de las investigaciones sobre los MPs se centran en su efecto ecoldgico y muy poco se
ha estudiado sobre los efectos que pueden causar a la salud humana. Sin embargo, existe evidencia
de que los MPs pueden transportarse en el medio ambiente, asi como entrar y salir de nuestro
cuerpo; también son capaces de desarrollar problemas en el sistema respiratorio, hepatico e inmune,

asi como alteraciones en el sistema gastrointestinal [68].

De manera particular, el PS es un polimero que tiene un alto impacto y que induce problemas en la

reproduccion de organismos marinos como las ostras, afectando su ciclo de vida e impactando de

12



manera negativa en la perpetuacion de la especie y provocando un desequilibrio en los ecosistemas
[69].

Bajo este panorama, y pese a los numerosos estudios sobre la presencia de los MPs en los seres
vivos, aln no se ha esclarecido si esta bioacumulacion de estas microparticulas es reversible o si
existen estrategias de eliminacion de MPs, por lo que diagnosticar su presencia y determinar sus

efectos es la primera etapa para atender esta problematica.

1.3.3.3. Impacto en células

La literatura reporta que los MPs de 4.7 um que son absorbidos mediante inhalacion inducen en
las células estrés oxidativo, necrosis, apoptosis, disminucién de la proliferacion, entre otros.
Estudios recientes con modelos in vitro de exposicion a MPs y nanoplasticos (NPs) de PS, han
demostrado el impacto de estas particulas en la expresion de proteinas transportadoras dependientes
de ATP ABC, (del inglés ATP-binding cassette), las cuales son las encargadas de convertir energia

en movimiento, fuera y dentro del citoplasma [16, 70].

Estudios realizados por Lee et al. [71], enfocados en evaluar la citotoxicidad de MPs de PS de
diferentes tamafios (0.5, 1 y 5 um) en células endoteliales de vena umbilical humana a diferentes
tiempos de exposicion (0, 24, 48 y 72 horas) y a diferentes concentraciones (0, 20, 40, 60, 80, 100
y 200 pg/mL), demostraron que la pérdida de viabilidad celular estd en funcion de la dosis, del
tamafio de la particula, y del tiempo de exposicion; los MPs de 0.5 y 1 um, a los mayores tiempos
de exposicion y, en concentraciones entre 20 y 100 pg/mL, disminuyeron la viabilidad celular.
Adicionalmente, este estudio demostré que MPs de PS de 0.5 y 1 um de diametro, pero no los de
5 um, produjeron la formacion de estructuras tubulares (indicativas de la funcionalidad
especializada de células endoteliales), lo que indica que la afectacion de la funcionalidad de las
células endoteliales es dependiente del tamafio de los MPs de PS.

Por otro lado, Wang, et al. [72], demostraron que existe una relacion entre el tamafio del MPs de
PS y su internalizacion a las células de cancer de colon humano, ya que los MPs de menor tamafio
(300 y 500 nm) presentaron las tasas de absorcion altas (73 y 71% respectivamente), mientras que
MPs de mayor tamafio (1 um, 3 um, y 6 um) mostraron las menores tasas de absorcion (49, 43 y
30% respectivamente). Asimismo, se demostrd que en las células ocurrié un cambio de morfologia

y adhesion a la superficie tras 24 horas de exposicion, pues mostraron una forma redondeada y
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retraccion de proyecciones citoplasmaticas, en comparacion con las células no expuestas a MPs,
las cuales se mostraban alargadas; estos cambios podrian estar regulados por el citoesqueleto y sus
proteinas participantes, pues la forma de la célula y sus funciones dinamicas y mecanicas, se

encuentran mediadas principalmente por este complejo.

1.4. Citoesqueleto

El citoesqueleto es una red de fibras, compuesta por proteinas, que representan el esqueleto de las
células animales; tiene mdltiples funciones y responde a estimulos ambientales y sefiales fisicas.
Esta involucrado en diversos procesos celulares como la division celular, transporte intracelular,
endocitosis, transmision de fuerzas, adhesion y adaptacion de la forma celular, asi como en el

proceso de mecanotransduccion [73, 74].

Las proteinas principales que conforman al citoesqueleto son la actina, una proteina que conforma
los microfilamentos, y la tubulina que se encuentra en los microtabulos, tal y como se muestra en
la Figura 1.4, mientras que las proteinas que conforman principalmente los filamentos intermedios
son la vimentina, queratina, desmina, fibras neuronales y fibras gliales; cada una con una funcion

y estructura diferente [73, 75, 76].

Membrana celular . Microfilamentos

Figura 1.4 Principales estructuras que componen el citoesqueleto: Filamentos intermedios,

microtubulos y microfilamentos.
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1.4.1. Microfilamentos

La funcidn principal de la actina que se encuentran en los microfilamentos es generar fuerzas para
realizar el movimiento celular focal, la adhesion y cambios de forma de las células, por lo que a la
actina se le conoce por ser la proteina del citoesqueleto que tiene un trabajo mas dindmico en
comparacion con otras proteinas presentes; tiene una estructura monomeérica y filamentosa, y es el
componente principal del citoesqueleto. Los filamentos de actina miden aproximadamente de 7 a
9 nm y son de caracter semiflexible, lo que le permite mantener una funcion dindmica; debido a
esto, pueden reaccionar ante diversos estimulos, mismos que determinan la morfologia de la célula
[75].

Los microfilamentos son capaces de originar las fibras de estrés que proporciona resistencia a las
células en diversas fuerzas de cizallamiento; de igual manera, participa en otros procesos como

division citoplasmatica, movimiento de los organelos y la fluidez de la membrana plasmaética [73].

1.4.2. Microtubulos

Estas estructuras son huecas, no ramificadas, miden entre 24 y 26 nm de diametro, tal y como se
muestra en la Figura 1.5, su proteina principal es la tubulina. Los microtubulos pueden encontrarse
en el citoplasma o estar presentes en cilios y flagelos. Realizan una funcién mecéanica vy, al igual
que con los microfilamentos, las células logran su forma gracias a estos microtdbulos, tienen la
capacidad de ensamblarse con otras proteinas. Estan formados principalmente por heterodimeros
helicoidales enrollados para formar sus paredes [73, 75]. Asimismo, durante la mitosis, proceso en
el cual la célula se divide para producir dos células hijas, los microtibulos cumplen una funcién
importante al ser los encargados de organizar el huso mitético, participando de esta manera en la

movilidad y segregacién del material genético [75, 77].
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Figura 1.5 Estructura y longitud de los componentes presentes en el citoesqueleto de la célula.

1.4.3. Filamentos intermedios

Estos filamentos no se polimerizan como los microtubulos y microfilamentos, sino que su principal
funcion es resistir la tensién de la célula; es decir, provee de una funcidon mecanica; tienen un
didmetro aproximado de 10 nm, y sus proteinas varian segun el tipo de célula en la que estén
presentes. Se encuentran clasificados en cinco grupos, cada uno representado por su estructura; a
los miembros del grupo | se les considera filamentos citoplasmaticos, los del grupo | y Il contienen
queratinas acidas y basicas mezcladas y expresadas de acuerdo con el tipo celular en el que se
encuentren; por otro lado, en el grupo 111 se encuentran los homopolimeros de vimentina, desmina,
periferina o proteina acida glial. La vimentina se encuentra principalmente en fibroblastos y células
endoteliales; por otro lado, los filamentos del grupo 1V se expresan principalmente en el sistema
nervioso Y, finalmente los filamentos del grupo V no estan involucrados en los otros grupos
mencionados anteriormente, y éstos estan representados por la filensina y la faquinina [75]. Se

organizan en paquetes, redes, o estructuras no filamentosas [78].

1.5. Efecto de los MPs de PS sobre el citoesqueleto

Los MPs de PS pueden resultar potencialmente peligrosos por su facil transportacion atmosférica
[79]; incluso un estudio demostré que los materiales de laboratorio pueden ser fuente de MPs
secundarios [9].
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En investigaciones recientes se ha demostrado que los MPs de PS provocan multiples respuestas y
afectaciones a las funciones fisiologicas de los organismos. Choi D., et al. [80] demostraron que
la toxicidad de los MPs de PS esta influenciada por factores quimicos como la liberacion de
colorantes o aditivos con los que son fabricados, o factores fisicos como la forma y tamafio de los
MPs, que podrian provocar dafios en la membrana de las células favoreciendo la muerte de diversas
lineas celulares, tales como células mononucleares de sangre periférica, células de cancer gastrico

KATO Ill, HeLa y fibroblastos dérmicos humanos.

Por su parte, Hesler M., et al. [20], estudiaron cualitativamente la respuesta intracelular de los MPs
de PS en tejidos que funcionan como una barrera en el organismo, como lo son el tracto
gastrointestinal, considerado como entrada potencial de los MPs al organismo; y la placenta, que
protege al feto y regula el paso selectivo de diversas biomoléculas. Estos estudios, realizados en
células intestinales y células de placenta humana que fueron expuestas a MPs de PS por 24 horas,
demostraron que los MPs esféricos de PS con un didmetro de 0.5 pm pueden penetrar ambos tipos
de células, disminuyendo la presencia de actina en las células expuestas a los MPs versus las no

expuestas.

Stock V., et al. [21], evaluaron la adherencia o insercidn de los MPs de PS en macréfagos usando
MPs fluorescentes, para demostrar si las particulas se quedan en el exterior o en el interior de las
células del epitelio intestinal. Estas investigaciones demostraron que el tamafio de los MPs de PS
es un factor determinante para su ingreso y acumulacion en el espacio intracelular, ya que los MPs
de menor tamafio (1 y 4 um) ingresaron con mayor facilidad a las células evaluadas en comparacion
con los MPs de mayor tamafio (10 um). Los resultados demostraron que las particulas de 4 um de
diametro son las que mas ingresaron a las células, probablemente porque los macr6fagos o células
de epitelio intestinal, pueden absorber particulas de entre 0.5 y 10 um por fagocitosis o por
pinocitosis/micropinocitosis. Adicionalmente, a traves del tefiido de la actina presente en el
citoesqueleto se pudo determinar si los MPs se encontraban dentro o encima de las células del

tejido epitelial intestinal, lo que ratifica que la captacion de MPs es dependiente del tamafio.

Con estas investigaciones previas se demostré que el ingreso y bioacumulacion de los MPs de PS
en el espacio intracelular, alteran la disposicion espacial de los componentes del citoesqueleto,
particularmente de actina; sin embargo, estos estudios habian mostrado una reorganizacion

cualitativa. En este sentido, estudios realizados por Haddadi A., et al. [81], evaluaron la
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bioacumulacion de MPs de PS de 5 um administradas via oral en un modelo murino; los resultados
mostraron la acumulaciéon de MPs de PS en el duodeno y en diferentes partes del tejido ovarico, en
los cuales, se detectd una baja en la expresion tanto del gen como de la proteina a-tubulina,
demostrando que la bioacumulacion de los MPs de PS induce la alteracion de este componente del

citoesqueleto, involucrado en procesos de division celular.

Por su parte, Wei Y., et al. [82], demostraron que la administracion por sonda de MPs de PS de 4
um y 10 pm, tiene efectos negativos en la barrera hematotesticular de ratas macho, ya que la
ingestion de los MPs por 28 dias consecutivos, promovio una disminucion en la cantidad y calidad
del esperma, asi como de la capacidad de transporte idnico de la barrera hematotesticular. Por otro
lado, respecto a los efectos sobre el citoesqueleto, este estudio demostrd que la ingestion de MPs
de PS promovi6 un aumento de una proteina relacionada con la actina (Arp2/3), la cual facilita la
remodelacion de la barrera hematotesticular y participa en la ramificacion de la actina. En contraste
con el aumento de ARp2/3, el sustrato 8 de la via del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(Eps8) mostrd una disminucion, hecho que resulto en una desorganizacion de la actina, ya que este

factor tiene un papel en la agrupacion de la actina y hace que la barrera se oprima.

JUSTIFICACION

Los MPs de PS son un contaminante emergente muy abundante en los ecosistemas, acuatico,
terrestre y aéreo. Sin embargo, a pesar de que existe evidencia de que los MPs pueden acceder a
diversos tejidos provocando alteraciones en el metabolismo y la reproduccion de los organismos,
poco se sabe sobre los mecanismos celulares que se alteran para permitir que estas microparticulas
Ileguen a estos sitios y permanezcan practicamente imperceptibles, debido a que no hay una
sintomatologia clara que indique su presencia, particularmente de los MPs aéreos los cuales tienen
un didmetro de 1 a 10 um. En este sentido, estudiar el efecto que tiene la presencia de los MPs de
PS (1 um) sobre el citoesqueleto de células pulmonares resulta interesante, sobre todo bajo la
premisa de que el citoesqueleto es una estructura celular y dinamica, que promueve la
mecanotransduccion de sefiales del exterior hacia el interior de la célula, lo que le permite censar
y mediar los cambios morfoldgicos a nivel celular. Por lo antes expuesto, este estudio contribuira

al entendimiento de la interaccion de los MPs con células pulmonares.
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HIPOTESIS
Los MPs de PS seran capaces de promover cambios morfolégicos en células alveolares, a través

de la alteracion de los componentes del citoesqueleto.

OBJETIVOS
Objetivo principal

o Evaluar el efecto de MPs de PS sobre el citoesqueleto de células alveolares humanas A549.

Obijetivos especificos

o Determinar de las caracteristicas topograficas/morfologicas de los MPs de PS mediante
Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) y Microscopia Confocal.

o Evaluar la afectacion de los componentes del citoesqueleto de las células alveolares
humanas A549 en presencia de los MPs de PS, mediante inmunocitoquimica.
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CAPITULO 2. METODOLOGIA

2.1. Determinacion de las caracteristicas topogréficas de los MPs de PS

Los MPs de PS se obtuvieron de Thermofisher F13081 (Bleiswijk, Paises Bajos) y fueron
FluoSpheres (microesferas de PS de 1 um de diametro que absorben y emiten en la region del
amarillo-verde fluorescente). La eleccion de estos MPs fue con la finalidad de trabajar en el rango

de los MPs atmosféricos que estan en un intervalo de 1 a 10 um [22].

Para determinar las caracteristicas topogréaficas y morfolégicas (morfo-topogréaficas) de los MPs se
realiz6 AFM el cual se llevd a cabo en un microscopio de fuerza atomica de la marca Bruker
modelo INNOVA SPM (Santa Barbara, California USA) utilizando el modo Tapping. Las
imagenes se obtuvieron en atmoésfera de aire a 25 °C con una punta de silicon comercial en forma
de cantiléver, con una frecuencia de resonancia de 320 KHz. La punta usada fue la TESP nanoprobe
(Bruker Santa Bérbara, California USA), con una constante de resorte de 42 N/my 2 nm de radio
de la punta. La frecuencia de escaneo fue de 0.3 Hz.

Se prepard la muestra colocando una gota de 10 uL de una suspension de MPs de PS sobre mica,
misma que fue colocada en un disco de muestra de metal fijado al soporte con cinta aislante. El
didmetro de los MPs se determiné en al menos 3 imagenes con las siguientes areas de exploracion:

Sumx 5 pm, 10 pm x 10 um y 20 pm x 20 pm.

Respecto al analisis por microscopia confocal, las imégenes se obtuvieron en un microscopio
confocal FV-100, Olympus Corporation (Tokio, Japén). La muestra fue preparada colocando una
gota de 10 pL de los MPs de PS en un portaobjetos, que posteriormente se cubrid y fijo con un
cubreobjetos. La preparacion se observo en el microscopio obteniendo la visualizacion de las
microparticulas a longitudes de 495/505 nm, de absorcion y emision respectivamente, valores con
los cuales se detectd la fluorescencia y forma esférica de los MPs. Este analisis permitié la
determinacion del didmetro y forma de los mismos y se calibro el equipo para su visualizacion en

los siguientes experimentos.

2.2. Evaluacidn del efecto de los MPs de PS sobre los componentes del citoesqueleto

2.2.1. Cultivo de células alveolares humanas
El procedimiento del cultivo celular se llevo a cabo en funcién de literatura reportada [83] y de
acuerdo a la ISO 10993-5 [84]. En este estudio se utilizé la linea celular humana A549 de cancer
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de pulmén humano, donada por la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autébnoma de
México (UNAM); se cultivd en medio DMEM, Powdered Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-
High Glucose, con rojo de fenol, suplementado al 10% con Suero Fetal Bovino,
Antibiotico/Antimicoético al 1%, e incubadas a 37 °C, con CO: al 5% en una incubadora celular
(Binder CB 160 — UL, Tuttiingen, Alemania).

Las células se cultivaron con el proposito de obtener la cantidad adecuada de células para los
siguientes ensayos, en frascos de cultivo de 25 cm?, estériles y con tapas que contienen un filtro de
0.22 pum. Se monitorearon los cultivos usando un microscopio invertido Labomed modelo iVu
5000 (Los Angeles, California); cada tercer dia los cultivos fueron retirados de la incubadora para
realizarles cambios de medio. Esta monitorizacion se realizé para verificar el crecimiento de la

poblacién de las células, hasta tener una confluencia al 90%, y realizar los ensayos subsecuentes.

Al lograr la confluencia adecuada, se llevo a cabo el proceso de tripsinizacion para despegar las
células que se encuentran adheridas a los frascos de cultivo y/o disgregar agrupaciones celulares,
rompiendo las uniones que mantienen las células. Para la tripsinizacién se hicieron dos lavados con
Buffer Fosfato Salino (PBS 1X) al frasco de cultivo, que después se desechd. Se agregé 1 mL de
tripsina al 0.25% para luego colocarlo en la incubadora, durante aproximadamente 1 minuto a 37
°C, hasta verificar en el microscopio que las células pudieron desprenderse; finalizado este lapso,
se retird de incubacidn, se realizé una ligera agitacion manual al frasco de cultivo y con una pipeta
se succiono y expelié el medio para separar las células que permanecia adheridas, dando como
resultado la suspension celular. Dicha suspension fue colocada en un tubo coénico de 15 mL, con 1
mL de medio DMEM, el cual se resuspendi6 una vez mas, para finalmente centrifugar a 1200 rpm
por 10 minutos, a 25 °C en una centrifuga refrigerada marca Centurion Scientific modelo K241

(Ciudad del Cabo, Sudafrica) para obtener el boton celular.

El botdn celular fue resuspendido en 2 mL de DMEM con SFB al 10%, con una micropipeta hasta
dispersarlo para realizar una suspension celular homogenea, para colocar 300 uL del botén
resuspendido en cada pozo de las camaras de cultivo; al llegar a confluencia del 90% se procedid

a realizar el ensayo de inmunocitoquimica descrito a continuacion.
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2.2.2. Evaluacion de los componentes del citoesqueleto de células alveolares humanas en
presencia de los MPs de PS.

Este ensayo se llevd a cabo en funcion de la literatura reportada [20, 21, 72]. Las células se
expandieron en cdmaras de cultivo de 8 celdas como se muestra en la Figura 2.1, durante 24 horas;
posteriormente, las células se expusieron a diferentes concentraciones de MPs: 10, 100 y 1000
pug/mL, a 24, 48 y 72 horas en condiciones estindar de cultivo celular. Transcurrido este tiempo,
se retird el medio de las celdas y, se efectuaron tres lavados con PBS por 1 minuto a 25 °C.
Posteriormente se adicionaron 300 L de acetona y se incubd a 25 °C por 30 segundos para generar
poros a la membrana de las células. Se realizaron 3 lavados con PBS, y se adicion0
Paraformaldehido (PFA) al 4 % (v/v), diluido en agua destilada, por 8 minutos; se deseché el PFA

y se hicieron 3 lavados posteriores con PBS.

Figura 2.1 Camaras de cultivo de 8 celdas con células A549

Después, se agregd una solucion de Triton X-100 al 0.05% en PBS durante 8 minutos, para
permeabilizar la membrana celular, y se realizaron dos lavados con PBS por 1 minuto.
Seguidamente se agregd Albumina de Suero Bovino (BSA) al 2% (w/v) diluido en PBS, para cubrir
completamente la muestra y se incubd por 1 hora a 25 °C, para bloquear y evitar que algin

componente celular pueda interferir con la union del antigeno-anticuerpo.

La BSA se retirg, y se afiadieron 20 pL del anticuerpo primario contra anexina (5va Sigma),
vimentina (Sigma V6389), actina (C4 MAB1501 Sigma- Aldrich) y tubulina (KMX-1) a diluciones

1:100 pL durante toda la noche a 4 °C, cubriendo las cajas de cultivo con parafilm para evitar la
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evaporacion del anticuerpo primario. Posteriormente, se descartd el sobrenadante y se realizaron 3

lavados con PBS a 4 °C, por 1 minuto.

Consecutivamente se agregaron 100 pL del anticuerpo secundario Anti-Raton hecho en cabra
acoplado a FITC (Zymax), en una dilucion 1:100 uL en BSA, en cuarto oscuro y se incubd en éste
durante 1 hora a 25 °C. El sobrenadante del anticuerpo secundario se descarto y se realizaron
lavados con PBS por 1 minuto.

Pasada la hora, se afiadieron 50 pL faloidina-rodamina en cuarto oscuro, para tefiir el citoesqueleto

de actina en las células, con una dilucion 1:250 pL durante 1 hora.

Finalmente se realizaron lavados con PBS durante 1 minuto, luego se afiadieron 100 uL diamidino-
2-fenilindol (DAPI) en oscuridad, en dilucién 1:10 uL durante 5 minutos; el sobrenadante de DAPI
se retird y se colocé un medio de montaje Dako Fluorescent, para observar en un microscopio
confocal FV-100, Olympus Corporation (Tokio, Japon); los MPs fueron detectados a una longitud
de onda de 495 nm, mientras que el anticuerpo acoplado a FITC fue detectado a una longitud de
onda de 488 nm.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracteristicas morfo-topograficas de los MPs de PS

Se realizd6 AFM y microscopia confocal para obtener imagenes morfo-topogréaficas de los MPs de
PS. Las micrografias de AFM en la Figura 3.1 mostraron que los MPs de PS, presentan una
morfologia esférica, lisa y con un diametro de 1 um. Es importante mencionar que el diametro
observado en las imagenes AFM comprende a los MPs aéreos caracteristicos, ya que segun lo
reportado [22], éstos se encuentran en un intervalo de tamafios que van de 1 a 10 um.

Debe considerarse que los MPs desde que son liberados al medio ambiente sufren un constante
cambio en su forma, estructura quimica y tamafio, pues se exponen a procesos de degradacion,
envejecimiento quimico, y translocacion [85]; lo anterior es debido a condiciones ambientales
como exposicion a rayos UV, viento, lluvia, etc. [86]. Debido a esto, los MPs en la naturaleza se
encuentran en diferentes tamafios, colores y formas; por ejemplo, se han reportado granulos,
fragmentos de peliculas, fibras y espumas [87], cuya diversidad de caracteristicas cambiantes
favorece un ambiente en el que los microorganismos como las bacterias e invertebrados logran una
interaccion con estas particulas [88]; lo anterior genera no solo una trasformacién bioldgica, sino
que genera cambios fisicos en la topografia superficial, puesto que se han observado cambios en la
rugosidad superficial de los MPs [89, 90]. Sin embargo, para este estudio se utilizaron MPs puros
para facilitar el objetivo a estudiar, ya que presentan caracteristicas que podremos controlar, como
la concentracion, la forma, la topografia. A pesar de lo anterior, debe considerarse que la quimica
de superficie de éstos, es diferente a los MPs encontrados en el medio ambiente.
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Figura 3.1 Imagenes AFM representativas de MPs de PS. a), ¢) y d) son imagenes en 2D,
mientras que b), d) y f) son representaciones en 3D. Las imé&genes se tomaron en tres areas de

exploracion: 5 pm x 5 um; 10 pum x 10 pm y 20 pm x 20 pm.

Del mismo modo, el analisis por microscopia confocal de los MPs de PS permitio observar la
morfologia esférica de los MPs y confirmar su diametro de 1 um (ver Figura 3.2) asi como la

emision de fluorescencia en el rango de los verdes, en una longitud de onda de 495/505 nm.
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Figura 3.2 Microscopia confocal de los MPs de PS. Las imé&genes corresponden a una excitacion

de 495 nm y una emision de 505 nm. Ambos lados son la visualizacién de MPs, en a) se observa

la fluorescencia de los MPs y en b) se corrobora en el campo claro la localizacion visual correcta
de los MPs.
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3.2. Efectos de los MPs de PS sobre los componentes del citoesqueleto de las células alveolares
humanas.

La afectacion de componentes del citoesqueleto como la actina, anexina, tubulina y vimentina se
analiz6 mediante inmunocitoquimica de las células alveolares humanas A549 en contacto con los
MPs a diferentes concentraciones (10, 100 y 1000 pg/mL) y a diferentes tiempos de exposicion
(24, 48 y 72 horas).

Esta linea celular se ha usado para representar al epitelio pulmonar alveolar tipo Il humano y ha
sido utilizada para estudiar diversos procesos epidemioldgicos, toxicoldgicos [91] y genotdxicos
[92], incluso relacionados con la internalizacion de microparticulas [93]. Por otro lado, en cuestion
del polimero elegido, se ha comprobado que el PS es uno de los polimeros que mas contribuye a la

contaminacion atmosfeérica [94].
> [Efecto de los MPs de PS sobre la actina

El citoesqueleto cumple una funcion importante y esencial al brindarle forma a la célula, asi como
la capacidad de sensar (mecanosensacion) los estimulos externos y pasarlos (mecanotransduccion)
hacia el interior de la célula para generar una respuesta. En particular, se sabe que los filamentos
de actina generan fibras de estrés que dotan a la célula de resistencia mecanica ante diferentes
fuerzas de cizallamiento, por lo que participan en la formacion y distribucién de adherencias
celulares, determina la movilidad y la morfologia celular, y tienen un papel esencial en la mitosis
celular, ya que promueven el anillo contractil que dara origen a las dos células hijas [95]. En este
sentido, se evaluo el efecto de la exposicion de los MPs de PS sobre la disposicion de la actina; los
resultados a las 24 horas de exposicion con MPs a la minima concentracion (10 ng/mL) mostraron
la acumulacion de los MPs en la zona perinuclear de las mismas; los MPs no se muestran
aglomerados y las células parecen conservar su forma. En cuanto a las fibras de actina, no se aprecia
una alteracion en su disposicién o cantidad con la presencia de estas particulas; de igual manera se
visualizan células en diferentes estadios de la division celular. Interesantemente se observan
algunas células en telofase (Gltima fase de la division celular), indicando de esta manera que la

presencia de MPs parece no alterar el proceso mitético.

Por otro lado, a una mayor concentracion (100 ug/mL), las células parecen estar en contacto
cercano con las células vecinas y las fibras de actina se visualizan compactas; los MPs presentan

una ligera aglomeracion.
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Finalmente, a la maxima concentracion (1000 ug/mL) se observo una acumulacién mayor de los
MPs en las células, aunque continua observandose la division celular, ya que a esta concentracion
de MPs también se apreciaron células en telofase. Las fibras de actina resultaron ligeramente
estiradas en comparacion con los resultados observados a menores concentraciones (10 y 100
ug/mL) y, comparado con el control, se pudo observar con més detalle la localizacion de los MPs
a 1000 pg/mL, pues las imagenes demostraron una aglomeracion de los mismos; éstos se alojaron
principalmente en la zona perinuclear de las células, aunque también se observaron MPs en los
nicleos. No se observé una afectacion en la poblacion celular independientemente de la
concentracion de MPs. Los resultados observados durante 24 horas en las tres concentraciones se

visualizan en la Figura 3.3.
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Figura 3.3 Efecto de los MPs de PS sobre la actina a 24 horas de exposmlon Las mlcropartlculas

autofluorescentes en color verde que se visualizan en las imagenes representan los MPs de PS. Se

utilizo una barra de escala de 40 um.

Al incrementar el tiempo de exposicion de los MPs de PS, a 48 horas (ver Figura 3.4), se observo
que a una concentracion de 10 pg/mL, las fibras de estrés de la actina parecen desordenadas y
revueltas, por lo que las células se observan ligeramente estiradas; sin embargo, pese a esto, los
nucleos se observan normales, destacando la presencia de células mitdticas y en telofase temprana
y tardia; la poblacion celular se mantiene a pesar del tiempo de exposicion. Los MPs se concentran
en zonas aleatorias del cultivo celular y se muestran escasos. A una concentracion de 100 pg/mL
de MPs de PS, las fibras de actina contintian desordenadas y es relevante que estas alteraciones no

impiden el proceso mitotico, ya que la presencia de nicleos en proceso de division celular continua.




Por dltimo, en la concentracion mayor de 1000 ug/mL, se observd una retraccion de las
proyecciones citoplasmaticas de las células, pues las fibras de actina se visualizan en forma de
tubo; también se puede observar un estiramiento por parte de estas fibras y, por lo tanto, un cambio
en la morfologia de las células. En este caso se puede visualizar una disminucién del namero de

células y la presencia de MPs alojados principalmente en la zona perinuclear.
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Figura 3.4 Efecto de los MPs de PS sobre la actina a 48 horas de exposicion. Las microparticulas
autofluorescentes en color verde que se visualizan en las imagenes representan los MPs de PS.
Los circulos amarillos representan nucleos de células en division celular. Se utilizo una barra de

escala de 40 um.

Finalmente, los resultados observados durante 72 horas en las tres concentraciones se visualizan
en la Figura 3.5. En este tiempo se pudo observar que la poblacion celular (area de cultivo con
células adheridas) disminuyd mientras aumentaba la concentracidén de MPs, tal y como se observo
a las 24 y 48 horas de exposiciéon. Del mismo modo, la division celular parece no afectarse con la
presencia de estas microparticulas, las imagenes que se visualizan a la minima concentracion (10
ug/mL) muestran que las fibras de actina estan desorganizadas. Los MPs se acumularon

principalmente alrededor del nucleo; de igual manera se pudo observar que, en algunas células, los
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MPs pudieron internalizarse en el ndcleo, y también existio una acumulacion de estas

microparticulas; sin embargo, las células contintan su proceso de la division celular.

Por otro lado, en la concentracion intermedia (100 ug/mL) se observo una disminucién en las
células adheridas al pozo de cultivo; las fibras de actina parecen acortarse y disminuir sus
proyecciones; de igual forma se observaron cumulos de células. Asi mismo, se logré ver que los
MPs se concentran en zonas alrededor del nicleo celular; esto ultimo se pudo observar también en
la mé&xima concentracion (1000 pg/mL) al méximo tiempo evaluado (72 horas); las fibras de actina
se mostraron acortadas, astilladas y desordenadas, la poblacion celular disminuy6, y de igual
manera las fibras de actina se visualizan mas pequefias. Del mismo modo se puede observar que
las células expuestas a 1000 pug/mL de PS-MPs, lograron una separacion visible entre células
vecinas, lo que podria explicar el acortamiento de sus proyecciones o el cambio en la forma de la
actina. Los MPs se aglomeraron en la periferia de los nlcleos; este resultado ha sido constante en

los experimentos evaluados y discutidos hasta el momento.
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Figura 3.5 Efecto de los MPs de PS sobre la actina a 72 horas de exposicion. Las microparticulas

autofluorescentes en color verde que se visualizan en las imégenes representan los MPs de PS.
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Los circulos amarillos sefalan nicleos de células en division celular. Se utilizé una barra de

escala de 40 um.

> Efecto de los MPs de PS sobre la anexina

Otro componente del citoesqueleto evaluado ante la exposicion de los MPs de PS fue la anexina,
debido a que dicha proteina participa, junto con la actina, en la reorganizacion y la motilidad
celular mediada por el citoesqueleto; ademés, cumple una funcion importante para el
mantenimiento de la plasticidad en el citoesqueleto y es considerada como marcador de apoptosis
[96, 97]. Este componente del citoesqueleto suele presentarse en la membrana celular plasmatica

[98] y en ensayos de fluorescencia la intensidad positiva es indicativo de muerte celular [99].

Las células expuestas por 24 horas y a la minima concentracion (10 ug/mL) se muestran extendidas,
alargadas, adheridas y sin alguna afectacion significativa; se visualizan ndcleos en division celular,
especificamente en telofase; los nicleos no presentan anomalias y, en cuanto a la anexina, se puede
observar una marca positiva en escasas células, indicativo de ausencia de eventos apoptdticos; la

morfologia de las células se mantiene sin alteraciones.

En cuanto a la concentracion de 100 pug/mL, las células parecen cambiar ligeramente su forma,
mostrandose redondeadas, indicativo de pérdida de adhesion y en consecuencia de viabilidad; este
tipo de células redondeadas dieron positivo para la marca de anexina, lo que sugiere procesos
apoptéticos. Sin embargo, a esta concentracion y tiempo de exposicion, algunas células presentan
nacleos activos (ovalados) y sin rastros de fragmentacién nuclear, incluso se puede observar células

en telofase tardia. Los MPs se encuentran principalmente en la membrana plasmatica de la célula.

Finalmente, en la concentracion maxima de 1000 ug/mL se observo la presencia de MPs en toda
la célula, tanto en el citoplasma como en el nucleo; la mayor aglomeracion se concentro alrededor
del ndcleo. Sin embargo, a pesar de tener una alta concentracion y acumulacion celular de los MPs,
los nucleos no se ven afectados y la marca de anexina es escasa, la morfologia de la célula se
muestra mas estriada. Los resultados antes mencionados con las tres concentraciones se ilustran en

la Figura 3.6.
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Figura 3.6 Efecto de los MPs de PS sobre la anexina a 24 horas de exposicion. Las
microparticulas autofluorescentes en color verde con mayor intensidad y morfologia puntual
(marcado con flechas azules) representan los MPs de PS. El punteado difuso corresponde a la
presencia de anexina. Los circulos en amarillo representan los nucleos de células en division

celular. Se utilizé una barra de escala de 40 pum.

A las 48 horas de exposicion, con 10 pug/mL de los MPs, los nucleos celulares conservan su
morfologia, y son escasas las células con morfologia alterada (redondeada) que muestran
positividad para la anexina. La morfologia celular es la que presenta ligeros cambios al observar la

forma mas alargada con la internalizacién de los MPs.

En cuanto a las dos ultimas concentraciones (100 y 1000 pg/mL), los principales cambios
observados fueron: en la concentracion intermedia las células parecieran separadas, el contacto
entre celula y célula disminuye, sin embargo hay células que, a pesar de la presencia de los MPs,
se encuentran en division celular. Este hecho ocurre con més notoriedad en la maxima
concentracion de 1000 upg/mL, donde la localizacion recurrente de los MPs fue en la zona

perinuclear. Los resultados antes mencionados con las tres concentraciones se ilustran en la Figura
3.7.
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Figura 3.7 Efecto de los MPs de PS sobre la anexina a 48 horas de exposicion. Las
microparticulas autofluorescentes en color verde que se visualizan con mayor intensidad
(marcado con flechas azules) en las imagenes representan los MPs de PS. El punteado difuso
corresponde a la presencia de anexina. Los circulos en amarillo representan los nucleos de células

en division celular. Se utiliz6 una barra de escala de 40 um.

Al méximo tiempo evaluado (72 horas), y a la minima concentracion (10 pg/mL), se observo que
algunas células presentan alteraciones, sin embargo, también hay evidencia de division celular. La

marca de anexina parece ser minima.

En la exposicién a 100 ug/mL se visualiza que la poblacion celular disminuye y muestras una
morfologia compactada; los MPs se concentran alrededor de los nicleos y, en este caso, tal y como

ocurre con el anterior, la marca de anexina es minima.

Finalmente, los resultados de la maxima concentracion de 1000 ug/mL a 72 horas, se visualizan
con mas notoriedad los cambios en los nucleos, en lo referente al tamafio y forma de las células.
Ademas, se observa con mayor detalle los MPs internalizados en las células; se visualizan menos
células con alteraciones en la morfologia (redondeadas). Los resultados antes mencionados con las

tres concentraciones, ver Figura 3.8.
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Figura 3.8 Efecto de los MPs de PS sobre la anexina a 72 horas de exposicion. Las

microparticulas autofluorescentes en color verde que se visualizan con mayor intensidad
(marcado con flechas azules) en las imagenes representan los MPs de PS. El punteado difuso
corresponde a la presencia de la anexina. Los circulos en amarillo representan los nucleos de

celulas en division celular. Se utilizé una barra de escala de 40 pm.

> [Efecto de los MPs de PS sobre la tubulina

Un tercer marcador para visualizar los cambios en el citoesqueleto es la tubulina; esta proteina se
encuentra principalmente en los microtubulos, por lo que participa en la regulacion de la division
celular, la mecanotransduccion y la organizacion interna de la célula [100]. Esta proteina también
es usada para evaluar la apoptosis en las células, pues los microtibulos del citoesqueleto, al estar
constituidos por heterodimeros de tubulina y al interferir con la dinamica sobre la polimerizacién

y despolimerizacion de ésta, resulta en el bloqueo mitotico y apoptosis celular [101].

De igual manera se evaluaron condiciones de tiempo (24, 48, 72 horas) y concentraciones (10, 100,
1000 pg/mL). En el primer tiempo evaluado se observo que las células se encuentran estables vy al

parecer la exposicion de MPs en periodos cortos, no causa dafios importantes. Los MPs se
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encontraron en el citoplasma celular y los nucleos se visualizaron sin dafio aparente; ademas existe

evidencia de células en procesos de division celular.

En la segunda concentracion (100 ug/mL) se observa la interaccion célula-célula y la tubulina
colocaliza con las células que estan en proceso de division celular, especificamente en telofase,
hecho que se puede observar en algunos nucleos que se visualizan en la Figura 3.9. Lo cual significa

que, la presencia de los MPs parece no afectar su proceso.

Finalmente, en la maxima concentracion, se visualizan con mas claridad a los MPs, los cuales lucen

aglomerados en toda la célula, pero con mayor presencia en la periferia de los nucleos.
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Figura 3.9 Efecto de los MPs de PS sobre la tubulina a 24 horas de exposicion. Las

microparticulas autofluorescentes en color verde que se visualizan con mayor intensidad
(marcado con flechas azules) en las imagenes representan los MPs de PS. El punteado difuso
corresponde a la presencia de la tubulina. Los circulos en amarillo representan los nicleos de

células en division celular. Se utiliz6 una barra de escala de 40 pm.

En el segundo tiempo evaluado (48 horas), la tubulina mostro una distribucion normal a todas las
concentraciones de MPs analizadas, ya que la marca positiva para tubulina se localiz6 en las células

con nucleos ovoides o binucleadas, indicativo de mitosis. También se aprecia una disminucion en
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el contacto célula-célula, pues se visualizaron espacios entre una y otra. Los MPs, se ubicaron de

manera aleatoria en los cultivos celulares.

Finalmente, la diferencia méas marcada se observé en la méxima concentracion (1000 ug/mL), en
donde la marca positiva a tubulina colocalizd con células con morfologia tipica de procesos
mitoticos, ya que exhiben nucleos ovoides y estirados. La poblacion celular en general disminuy6
proporcionalmente al incremento de la concentracion de MPs, por lo que fue posible observar
espacios intercelulares, indicativos de pérdida de contacto célula-célula. Sin embargo, se obtuvo
evidencia de células en mitosis. La presencia y acumulacién de MPs no se observa con claridad,
ya que se localizan en la periferia de los nucleos, junto con la marca de la tubulina, y al estar en el
mismo rango de verde, es dificil visualizar el tamafio de los MPs. Los resultados antes mencionados

con las tres concentraciones, se ilustran en la Figura 3.10.
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Figura 3.10 Efecto de los MPs de PS sobre la tubulina a 48 horas de exposicion. Las
microparticulas autofluorescentes en color verde que se visualizan con mayor intensidad
(marcado con flechas azules) en las imagenes representan los MPs de PS. Los circulos en

amarillo representan los nucleos de células en division celular. EI punteado difuso corresponde a

la presencia de la tubulina. Se utiliz6 una barra de escala de 40 um.
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A las 72 horas de exposicion a los MPs de PS, se observé una disminucion de la poblacion celular
(especificamente en la concentracion de 1000 ug/mL) y la aparicion de amplios espacios entre las
células conforme se incrementd la concentracion de MPs; sin embargo, bajo las 3 concentraciones
analizadas, se observaron células en mitosis. Los MPs se observaron alrededor del nucleo y existio
aglomeracion de éstos, especificamente a la concentracion maxima. Los resultados antes

mencionados con las tres concentraciones se ilustran en la Figura 3.11.
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Figura 3.11 Efecto de los MPs de PS sobre la tubulina a 72 horas de exposicion. Lo MPs de PS

que lucen en verde intenso y puntuales, con un tamafio de 1 um de diametro se indican con
flechas azules. El punteado verde, que muestra fibras alrededor de los nucleos (azules)
corresponde a la presencia de la tubulina. Los circulos en amarillo representan los nicleos de

células en division celular. Se utiliz6 una barra de escala de 40 um.

> Efecto de los MPs de PS sobre la vimentina

En cuanto a la vimentina se sabe que es una proteina que es capaz de soportar grandes tensiones
sin romperse, por lo que se considera deformable [102]; se encuentra en varios tipos de tejido y

también participa en el mantenimiento de la integridad celular y tisular; ademéas es una de las

38



proteinas que se encuentran en los filamentos intermedios del citoesqueleto [103]. En este sentido,

se decidi6 evaluar dicha proteina para observar los cambios ante la exposicién de MPs.

La positividad a vimentina en las células alveolares disminuy6 conforme se incremento el tiempo
de exposicion y la concentracion de los MPs. A 24 horas, la positividad hacia vimentina resulto
menos evidente a 10 pg/mL (Figura 3.12), mientras que a 48 horas (Figura 3.13), se observo que a

100 png/mL de MPs de PS, las células presentaron mayor marca positiva para vimentina.

A la maxima concentracién (1000 pug/mL) y al maximo tiempo estudiado (72 horas), no se observé
positividad para vimentina (Figura 3.14). A todas las concentraciones y tiempos analizados, las
células se muestran activas, con nucleos ovalados y en diversas fases de la mitosis, pese a la

acumulacién de los MPs, los cuales contintan acentuandose en la periferia nuclear.

Adicionalmente, se observé una disminucion de la poblacion celular de manera directamente

proporcional con el incremento del tiempo de exposicion y la concentracion de MPs de PS.
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Figura 3.12 Efecto de los MPs de PS sobre Ia V|ment|na a 24 horas de exposmon Los I\/IPs de PS
que lucen en verde intenso y puntuales, con un tamafio de 1 um de diametro se indican con
flechas azules. El punteado verde, que muestra fibras alrededor de los nucleos (azules)

corresponde a la presencia de la vimentina. Se utiliz6 una barra de escala de 40 um.
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Figura 3.13 Efecto de los MPs de PS sobre la vimentina a 48 horas de exposicion. Los MPs de PS
que lucen en verde intenso y puntuales, con un tamafio de 1 um de diametro se indican con
flechas azules. El punteado verde, que muestra fibras alrededor de los nucleos (azules)

corresponde a la presencia de la vimentina. Se utilizé una barra de escala de 40 pm.
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Figura 3.14 Efecto de los MPs de PS sobre la vimentina a 72 horas de exposicion. Los MPs de PS
que lucen en verde intenso y puntuales, con un tamafio de 1 um de diametro se indican con
flechas azules. El punteado verde, que muestra fibras alrededor de los nucleos (azules)

corresponde a la presencia de la vimentina. Se utiliz6 una barra de escala de 40 um.

En general, la presencia de MPs de PS en células pulmonares humanas promovid alteraciones en
la distribucién y disposicion espacial de los componentes del citoesqueleto como la actina, anexina,
tubulina y vimentina; estas alteraciones incluyen: pérdida de contacto célula-célula, disminucion
de las proyecciones citoplasmaticas y adherencias focales, asi como la presencia de células en
apoptosis, lo cual es dependiente de la concentracion de los MPs, asi como del tiempo de
exposicion. De manera interesante, algunas células en contacto con los MPs mostraban nucleos

mitoticos, por lo que fue posible detectar fases tempranas y tardias del proceso de division celular.

Respecto a la internalizacion de MPs de PS en células alveolares observada en este estudio, fue
posible evidenciar que los MPs se aglomeraron generalmente en la zona perinuclear, la cual se
acentlia con la concentracion y el tiempo de exposicion a los MPs. Probablemente dicha
internalizacion este mediada por la actina, proteina principal del citoesqueleto que participa en la

fagocitosis de microparticulas [104], por lo que probablemente este mecanismo esté activo y
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favorezca la internalizacion de los MPs al interior de la célula, ya que la morfologia de las células
alveolares, se modificé proporcionalmente al tiempo de exposicidn y concentracion de los MPs.

Recientemente (2022) se demostrd la bioacumulacion de MPs de PS alrededor de los nucleos de
las células, hecho que no se habia reportado con anterioridad; esta aglomeracién en la zona
perinuclear probablemente se deba a los poros presentes en el nicleo los cuales poseen un diametro
< 50 nm [105], por lo que los MPs de 1 um de didmetro con forma esférica no pueden atravesar
hacia el ndcleo celular e interaccionar con el nucleoesqueleto. Estos hallazgos son consistentes con
trabajos previos de Jung B., et al. [106], quien demostr6é que NPs de PS de 100 nm de didmetro, a
diferentes concentraciones (0, 100, 0 200 mg/L), penetran en las células neuronales mixtas aisladas
de la corteza embrionaria después de 24 horas de exposicion; sin embargo, estas NPs se acumularon
en zonas cercanas al nacleo, lo que provoco una disminucion de la viabilidad y el aumento de la

apoptosis de las células, aunque no atravesaron la membrana nuclear.

Es importante mencionar que el proceso de internalizacion de los MPS a las células no se ha
esclarecido en su totalidad; sin embargo, hasta el momento se ha demostrado que hay factores que
pueden influir en dicho proceso como el tipo de célula, el tamafio de particula que ingresa, asi como
la morfologia y composicion quimica de la misma [16, 107, 108]. Dichos factores han sido
considerados en diversos estudios; por ejemplo, uno de ellos realizado desde una aproximacion
protedmica, evalud la internalizacion de MPs en macréfagos; células consideradas como
limpiadoras de material particulado; este estudio demostré que los MPs de 10 um de diametro
fueron los que promovieron una mayor alteracion en la expresion de las proteinas analizadas, asi
como una mayor deformacion celular, en comparacién con MPs de menores tamafios (0.1, 1 um)
[109]. Dentro de las proteinas afectadas por la internalizacion de los MPs, se encontraron proteinas
mitocondriales que participan en la organizacion de la estructura mitocondrial, proteinas
lisosomales que modulan la capacidad fagocitica y/o del citoesqueleto, lo cual a su vez esta
relacionado con las alteraciones en la morfologia celular, para finalmente permitir el paso de

particulas.

De manera particular se observo en este trabajo, que la presencia de los MPs de PS indujo un
alargamiento y adelgazamiento de los microfilamentos de la actina, proteina que le brinda la forma
a las células. Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente por Wei Y., et al. [82],

quienes reportaron que la administracion oral de MPs de PS a ratones macho promueve una
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desorganizacién de la actina en células de Sertoli de raton, lo que conduce a una deformacién
celular de la barrera hematotesticular, asi como la alteracion de proteinas asociadas con la
ramificacion de la actina y, de apertura y cierre de la barrera hematotesticular. Estos hallazgos,
probablemente se deban al impedimento estérico que representa la presencia de los MPs en el
interior celular, ya que se ha demostrado que la actina es uno de los componentes del citoesqueleto
con mayor actividad durante procesos como la fagocitosis, la endocitosis y la micropinocitosis
[110-112]. Estos mecanismos de trafico intracelular permiten la internalizacion de particulas a las
células por medio de vesiculas, vacuolas o exosomas, por lo que se produce el ingreso de particulas
y liquidos extracelulares no especificos, hecho que ocasiona la reorganizacién de la misma [113,
114]; lo anterior podria explicar su reorganizacion en contacto con los MPs a las células, asi como

alteraciones en la morfologia celular reportadas en el presente trabajo.

Por otro lado, en esta investigacion, se observo que las células alveolares dieron positivo para
anexina dependiendo de la concentracién y tiempo de exposicion a los MPs, y colocalizaron con
células con morfologia alterada, indicativo de apoptosis. Estos resultados concuerdan lo reportado
previamente por Banerjee, et al. [115], quienes evaluaron la captacion y/o toxicidad de MPs y NPs
de PS en células gastricas humanas, variando dosis (0.1, 1, 10, 100 pg/mL), tamafios de particulas
(50, 100, 200, 500, 1000 0 5000 nm) y la funcionalizacion superficial (aminada, carboxilada). Esos
estudios develaron que la marca positiva a anexina indicaba células en etapa tardia de la apoptosis
o0 incluso necrosis, procesos que se acentuaban en presencia de MPs y NPs funcionalizados con

(aminas y carboxilos) y de menor tamafio.

Por otro lado, la tubulina se visualizd en todas las concentraciones de MPs de PS analizadas, lo que

indica que, pese a la presencia de los MPs, la actividad mitética no se inhibe.

Finalmente, la evaluacién de la vimentina que, junto con la actina proporcionan informacién sobre
la morfologia y filamentos intermedios de las células demostré que mientras el tiempo de
exposicion aumenta de 24 a 48 horas, la marca de vimentina incrementa de igual manera, sin
embargo a 72 horas y a una concentraciéon maxima de 1000 pg/mL las células no presentaron marca
positiva, lo que presenta similitud con la investigacion de Lim B., et al. [116], quienes demostraron
que la vimentina puede actuar como marcador para la fibrosis pulmonar al analizarse con éxito
MPs de PS en tejidos pulmonares de ratas con exposicion de particulas de 0.1 um por 14 dias de

inhalacion. Sin embargo, la marca de vimentina no presentdé cambios significativos comparados
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con las proteinas inflamatorias evaluadas (TGF- y TNF-a), concluyendo que los cambios se
observaron principalmente a nivel molecular, por lo que si la exposicion continua podria causar

dafos a niveles mayores.

En cuanto a las concentraciones evaluadas para esta investigacion (las cuales fueron de 10, 100 y
1000 pg/mL), debe mencionar que éstas contrastan con la cantidad reportada de MPs que
ingerimos, debido que en la vida diaria estas particulas ingresan al organismo de manera constante

y a través de diversas fuentes como alimentos, agua, aire, productos de uso diario, etc.

Los estudios reportan que la cantidad de ingesta de MPs en alimentos oscila en una cantidad de
11,000 particulas de pléastico cada afio por persona a través de alimentos, e incluso algunos reportes
se ha sugerido que consumimos 237,250 particulas de plastico al afio, solo al ingerir agua [9]. En
contraste, se ha reportado que la cantidad de MPs que se ingieren a través del polvo de la calle se
estima que es de (1.4-6.8) x 10* MPs cada afio por persona [35]. Las concentraciones utilizadas
para esta investigacion se encuentran por arriba de lo que se ha encontrado en humanos, sin
embargo, para fines de este proyecto se observaron cambios y efectos a nivel celular, por lo que se
puede inferir que, si la exposicion y la concentracion aumenta, estas particulas podrian acumularse
y el dafio pudiera alcanzar o traspasar sus efectos a diversos tejidos y ser causantes de dafios o

enfermedades afectando la salud humana.

Aunque se requiere de investigacion adicional, el presente trabajo demuestra que el citoesqueleto
y las proteinas que lo componen son importantes y esenciales para estudiar los cambios y efectos

que experimentan las células alveolares humanas en presencia de los MPs de PS.
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CONCLUSIONES
Se demostrd que la presencia de los MPs promueve un cambio en la morfologia y organizacion del
citoesqueleto, hecho que sucedid principalmente en las fibras actina y filamentos de vimentina de

las células pulmonares evaluadas.

La zona perinuclear de las células alveolares humanas fue el lugar donde mayor concentracién y
aglomeracion de MPs de PS se observd; esta acumulacion en la periferia del ndcleo se acentto
conforme aumenta la concentracion y el tiempo de exposicion a los MPs. Del mismo modo, los
cambios morfoldgicos en las células se hicieron notoriamente visibles y dramaticos con el paso del

tiempo.

El modelo de células A549 en cultivo, expuestas a los MPs de PS, permitio establecer el estudio
del mecanismo de ingreso y permanencia de los MPs y su efecto en la reorganizacion del
citoesqueleto y sus implicaciones en la biologia y funcionalidad de las células implicadas en la

funcién respiratoria.

Los hallazgos reportados en este trabajo de tesis corroboran la hipdtesis de trabajo y sugieren que
el citoesqueleto es un factor importante para que la acumulacion de los MPs tenga lugar, por lo que

su estudio es vital para entender el mecanismo de ingreso y permanencia de los MPs a nivel celular.

46



PERSPECTIVAS

Con base a los resultados obtenidos, y para enriquecer este proyecto de tesis, seria interesante
estudiar la viabilidad celular, asi como realizar estudios sobre la medicion del estrés oxidativo y
citocinas, cuando las células estén expuestas a los MPs, esto con el fin de conocer més acerca de
las posibles afecciones que ocasionan estas particulas a nivel celular y contribuir al entendimiento
de los mecanismos de interaccion e internalizacion que ocurren en las células. Ademas, en los
ensayos de fluorescencia, usar un anticuerpo secundario con diferente longitud de onda que permita
visualizar contrastes y cambios en las células con un mayor enfoque. Del mismo modo, el estudio
del proceso de fagocitosis de los MPs, permitiria develar si este mecanismo de internalizacion de
particulas esta activo durante el transito de los MPs hacia el interior celular.
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