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l. INTRODUCCION

En los dltimos afios, ha crecido la preocupacién por la presencia de los
microplésticos (MPs). Estos representan un problema emergente, con efectos
potencialmente dafinos para la salud ambiental, debido a que han sido detectados
en océanos, rios, sedimentos, aguas residuales, agua potable, en aire, asi como en
diversos alimentos algunos de la canasta basica como la carne. El origen de esta
contaminacion principalmente se debe a la disposicion inadecuada de material
plastico que al estar expuesto a diferentes factores fisicoquimicos del entorno se

fragmenta, generando cantidades importantes de microplasticos (< 5 mm).

Si bien, el uso de los plasticos es imprescindible en la actualidad, su produccion,
uso y disposicidon debe vigilarse para minimizar el impacto que pueden generar en
los ecosistemas. El biomonitoreo de los efectos dafinos de estos MPs permitira
caracterizar los efectos adversos que pueden ocasionar en modelos de estudio
como el modelo ecotoxicologico D. magna Strauss, y terrestre como Rattus

norvegicus albinus.

Al ser tan diversa la composicion de materiales poliméricos, se destaca la
importancia de evaluar los efectos de plasticos comerciales no regulados, que
comunmente la poblaciéon puede adquirir a bajo costo en el comercio informal, lo
cual es preocupante, principalmente porque la poblacion humana en edad
reproductiva puede ser susceptible a algunos de sus componentes, que pueden ser
disruptores enddcrinos. ElI empleo de biomarcadores que permitan la
caracterizacion de los perfiles bioquimicos, metabolémicos e histolégicos, puede
brindar una mejor evaluacion y caracterizacion del riesgo potencial que la exposicion
a estos contaminantes emergentes puede generar al ecosistema, y mas adelante
establecer mejores medidas tanto preventivas como correctivas, asi como
comprender la importancia que tiene el uso y la disposicion de este tipo de

materiales indispensables y de empleo cotidiano.
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En este trabajo se evaluaron diferentes perfiles toxicos desarrollados por la
exposicion a particulas microplasticas (MPs) obtenidas de muestras de plastico

comercial no regulado, en modelos bioldgicos acuatico y terrestre.

Il. JUSTIFICACION
La presencia de millones de toneladas de MPs en diferentes ecosistemas,
predominantemente en sistemas acuaticos, representa un problema ambiental
emergente que pone de manifiesto la importancia de caracterizar los efectos
dafiinos en estos ecosistemas. Para lo cual resulta importante biomonitorear el
efecto potencialmente toxico que la exposicién de microparticulas generadas de
plasticos comerciales, principalmente de PVC no regulados y de acceso comun,
pueden causar a la poblacion. Por lo que esta investigacion contribuye a la
identificacion de afectaciones en sistemas biolégicos a través del uso de la
tecnologia ambiental, permitiendo el desarrollo estrategias que aporten a la

apropiada gestién de estos contaminantes.

El biomonitoreo de los efectos toxicoldgicos estara soportado por modelos animales
como el modelo ecotoxicoldgico de agua dulce y consumidor filtrador Daphnia
magna y el modelo terrestre murino, mediante el empleo de biomarcadores que
demuestren perfiles de las alteraciones bioquimicas, metabolémicas, reproductivas
e histoldgicas, los cuales permitan la evaluacion de riesgos ante exposiciones

cronicas, asi como sus impactos para el ecosistema.

Evaluar el potencial efecto ecotoxicoldégico que presenta la mala disposicion de
plasticos, el biomonitoreo con D. magna, y la implementacién del modelado
matematico predictivo brindarda informacion sobre los riesgos que representan los
MPs, permitiendo el desarrollo de mejores estrategias para fomentar el uso y

correcto desecho final de plasticos en el medio ambiente.
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[ll. MARCO DE REFERENCIA

3.1 Contaminacion por plastico

Desde su inicio, la raza humana ha dejado residuos tras de si que marcan su paso,
alo largo de su desarrollo, ha ido inventando, creando e innovando las herramientas
gue considera necesarias para garantizar su supervivencia. Una de las
herramientas que marcaron un gran avance para el ser humano fue el proceso
quimico de polimerizar los desechos de la industria petroquimica; lo que dio las

pautas para crear muchos productos plasticos diferentes y versatiles.

Mas adelante, a mediados del siglo XX, se inici6 como una innovacion, el empleo
de envases o productos de un solo uso, lo que aumenté de manera notoria la
cantidad de desecho plastico generados por las sociedades humanas (Fuhr y
Franklin, 2020).

Alrededor del mundo, el uso de materiales plasticos es mayor afio con afo, tal
demanda requiere de una elevada produccion, misma que en el 2019 ha excedido
los 368 millones de toneladas. Desde el 2008, México ocupa el duodécimo lugar en
consumo de plastico y undécimo lugar en su manufactura, produciendo anualmente
7 millones de toneladas de plasticos, destacando que el 48% de las industrias se
dedican a la fabricacion de envases (Aguirrezabal, 2019). En México, la facturacion
de este sector productivo del 2013 al 2018 (Figura 1) tiene un peso importante
debido a que no solo refleja el creciente desarrollo econémico del pais, sino que
demuestra que es cada vez mas necesario considerar medidas pertinentes para

controlar y manejar adecuadamente la liberacion de los residuos generados.
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Figura 1. Facturacion del sector del plastico en México por categoria (valor en millones de
MXN). Adaptado de Aguirrezabal, 2019.

El consumo y necesidades actuales ante el uso de plasticos demandan una
productividad elevada. Sin embargo, este material de origen terrestre comiunmente
contaminara el medio ambiente acuatico, se estima que mas de 800 millones de
toneladas de plasticos encontrados en los océanos tienen origen terrestre. Cifras
del Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente muestran que en
2010 se produjeron 275 millones de toneladas de residuos plasticos, de las cuales
de 4.8 a 12.7 millones de toneladas pueden ademas estar lixiviando otros
componentes toxicos en los sistemas acudaticos (Yee et al., 2021).

Si bien el desarrollo, productividad y beneficios de los plasticos es de gran
importancia a nivel mundial, es necesario identificar que una proporcién importante
de ellos los consideramos para un solo uso, lo que incrementa grandemente su
disposicion inadecuada, ya que son comunmente desechados en vertederos que

tarde o temprano pueden llegar a alguna corriente acuética y arribar al océano.

Estos materiales poseen caracteristicas particulares que los hacen indispensables
en diversas aplicaciones. Esta misma aplicacion es la que los vuelven tan
persistentes en el medio ambiente. Los plasticos expuestos a diferentes factores
ambientales como luz solar, viento, humedad en suelos, lluvias, cambios de
temperatura, corrientes oceanicas, entre otros. Estos factores aceleran el proceso
de desgaste que puede ser térmica, fisica, hidrdlisis o inclusive debido a diversos
efectos mecéanicos, fragmentandolos en microparticulas plésticas, lo que

incrementa el riesgo de su impacto ambiental. Al encontrarse en el ambiente, los
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microplasticos pueden llegar a ser consumidos por animales que seran alimento de
depredadores y acumulados a través de la cadena trofica, afectandola (Kdgel et al.,
2019; Yee et al., 2021).

Los efectos toxicoldgicos que estos materiales pueden tener en organismos
biologicos han sido extensamente documentados en estudios de diversas areas. El
presente proyecto se enfocd particularmente en aportar desde la perspectiva de
Tecnologia Ambiental al desarrollo de metodologias novedosas que permitan
identificar los efectos ecotoxicolégicos a través del monitoreo y modelamiento de

diferentes variables, los cuales seran explicados a detalle en este documento.

3.2 Antecedentes

En las ultimas décadas, el tema de la contaminacion causada por los plasticos ha
sido ampliamente discutido, se han reportado algunos de los efectos que causan en
el ambiente y los problemas que pueden llegar a ocasionar. Sin embargo, como
todo material que es expuesto a la intemperie, el plastico se rompe y fragmenta en
pequefios pedazos, lo que en el afio 2004 el cientifico Richard Thompson (en
colaboracion con Marine Conservation Society UK) nombraria como
“Microplasticos”. Se considera microplastico (MP) a una particula derivada del
plastico cuyo limite maximo de medicion es hasta los 5 mm. El limite inferior no tiene
una definicién, pero se acepta hasta de 0.1 ym, por debajo del mismo, se

considerara como “nanoplastico (NP)” (Leslie et al., 2022).

La formacion de microplasticos tiene diversas fuentes, su origen primario puede
provenir de derrames industriales o a la creacion de MPs para su uso en diversos
productos: cosméticos, dermatoldgicos, de limpieza, entre otros. Se considera como

origen secundario las particulas obtenidas de su fragmentacion.

De los primeros hallazgos de los MPs, destacan Thompson et al., (2004) por su
trabajo “Lost at Sea: Where Is All the Plastic?”, en donde muestran que el desgaste
mecanico gradual es un factor muy importante y razén de su presencia en los

océanos. El descubrimiento de los MPs fundd el dimensionamiento del tema,
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advirtiendo sobre los problemas que podria traer a los ecosistemas, al demostrar la
presencia de MPs de forma granular aproximadamente de 20 ym de diametro en

sedimentos de playas y flotando en las costas.

Conforme han avanzado los afios desde entonces, se han publicado numerosas
investigaciones, su principal enfoque era la caracterizacion de los MPs en
ambientes costeros, acuaticos y oceanicos. Entre los afios 2004 y 2008 las
publicaciones al respecto se referian principalmente a la contaminacion de playas
con desechos plasticos, y se tenian menos de cien ejemplares. En 2007, Teuten et
al. evaluaron la capacidad de microparticulas de plastico para adsorber y liberar
contaminantes organicos hidrofobicos. Dicho estudio fue de gran importancia por
ser pionero en el entendimiento de la interaccion entre los MPs con diversos

contaminantes que pueden estar presentes en el ambiente.

No fue hasta el afio 2014 que en la primera Asamblea del Programa Ambiental de
las Naciones Unidas (UNEP) se destacO la importancia de controlar la
contaminacion por plasticos y MPs de los océanos. A partir de estas propuestas se
establecieron programas cientificos y leyes para abordar la problematica. Asi, en
diciembre de 2015, el entonces presidente de Estados Unidos, Barak Obama firmé
la Ley conocida como “Microbead-Free Waters Act” que prohibe la manufactura,
empacado Yy distribucion de cosméticos o productos de higiene (como pastas de
dientes) que contengan microplasticos, y mas adelante, en julio de 2017 se prohibe
la fabricacion, venta (a partir de 2018) y uso de productos de consumo que

contengan microperlas de plastico.

Dichos programas y leyes impulsaron un mayor interés en la comunidad cientifica,
reflejandose en un aumento de publicaciones que integran cada vez mas la
participacion de varias areas de la ciencia, lo que ha permitido identificar con una
mayor vision el impacto de la presencia de estos desechos en diferentes
ecosistemas. En ese mismo afo, 2014, se reporta que los MPs pueden ser
transferidos a través de diferentes eslabones de las cadenas alimenticias, lo que
despertd gran interés por identificar los efectos ecotoxicolégicos en diferentes
especies expuestas a estos (Teuten et al., 2007; Setala et al., 2014). Sin embargo,
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la amplia gama de efectos observados en los diferentes estudios varia y abarca

muchos factores distintos de los que se hablara a continuacion.

3.3 Factores que influyen en los efectos dafiinos de MPs en diversos

organismos

Kdgel et al., analizaron 114 publicaciones del impacto de la exposicion de MPs en
diferentes modelos acuaticos y terrestres, destacd que los resultados pueden ser
muy diversos debido a la heterogeneidad de los polimeros estudiados, respecto a
su concentracion, tamafio, forma, composicion y tipo de polimero (2019). Sobre
todo, el tamafio de polimero es un factor importante ya que no solo ayudara a
clasificarlo, sino que puede provocar diferentes afectaciones a la salud del modelo,

por su capacidad para penetrar membranas y acumularse en los tejidos.

También es importante considerar el tiempo y ruta de exposicion del organismo

expuesto, su etapa de desarrollo y sexo pueden influir en su toxicidad.

Si bien las condiciones ambientales determinaran de manera importante las
alteraciones que sufra el material, el problema ambiental se intensifica por su
omnipresencia alrededor del mundo, ya que su traslado en el medio acuoso a
diferentes ecosistemas y organismos presentes en el mismo es muy factible. La

ubicuidad de los plasticos desechados alrededor del mundo se muestra la Figura 2.
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NO SOLO ARENAY CONCHAS DE MAR

Principales tipos de basura de playa en ubicaciones seleccionadas, proporcion en porcentaje por 100 metros de linea costera, segun las evaluaciones

OSPAR*, 2013
Mar del Norte Mar Baltico
—
Piezas de plastico / poliestireno 2.5-50 cm 18% * 24% Piezas de plastico / poliestireno 2.5-50 cm
Piezas de Plastico / poliestireno 0-2.5cm 14% ,, ¢ ‘ 10% Colillas de cigarrillos
|
_ -y =
Cuerday cordén 12% ‘ i s 5% Tapas, tapaderas
diametro <lcm =
~ i 7 5% Esponja de espuma
Tapas / tapaderas 7% = \ ~
5% Otra ceramica /

Otros textiles 4% articulos de ceramica

Palillos de hisopos ® 4% Bolsas
de oidos 4% (ej. de compras)
Otro 41% 47% Otro

Mediterraneo @& Mar Negro
pre— > —
® A
Cubiertos, bandejas, l 36 % Colillas de cigarrillos
pajillas 17% \ i
< &

L
9% Empaques de alimentos
crujientes / dulces,

Colillas de cigarrillos 14% palitos de helados

=
Tt taeeres 1496 (; 2 9% Botellas de bebidas

; - ’ & 6% Piezas de plastico / poliestireno
Botellas de bebidas 12% | <8 r 3 25-50cm

Bolsas (ej. de compras) 5% 5% Tapas, tapaderas

Palillos de hisopos de oidos 5% 5% Latas de bebidas
Otro33% 30% Otro

*Convencidn para la Proteccion del Medio Ambiente Marino del Atldntico del Nordeste

Figura 2. Principales tipos de basura encontradas en diferentes playas alrededor del
mundo. Adaptado de Fuhr L. y Franklin M., 2020.

Los factores determinantes para considerar al momento de analizar los efectos
dafinos de los MPs son: sus caracteristicas, el modelo animal y las condiciones
ambientales de exposicion. Otro elemento importante es la presencia de diferentes
aditivos que son incorporados a los polimeros para mejorar sus caracteristicas,
como su durabilidad, color y resistencia, mismos que pueden migrar del material

sélido y generar efectos toxicos en diferentes organismos.

3.3.1 Aditivos: ftalatos
Los ftalatos son sustancias quimicas que se aplican para el ablandamiento de

plasticos rigidos. Son utilizados en una amplia gama de productos tanto industriales
como de consumo, incluyendo algunos materiales plasticos en contacto con
alimentos (ELIKA Seguridad Alimentaria, 2022).

Sin embargo, se ha demostrado que los ftalatos tienen una gama de efectos en la
salud humana. Existen investigaciones cientificas que reportan que los ftalatos
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pueden asociarse con disrupciones endocrinas en el cuerpo humano (Segovia
Mendoza et al., 2022) y otras afectaciones como una disminucion en la fertilidad
masculina (Hlisnikova et al., 2020; Lovekamp et al. 2003), diabetes, cancer,
obesidad y deso6rdenes metabdlicos (Kannan y Vimalkumar, 2021), asi como

efectos téxicos en rifion e higado (Min et al., 2014).

Existen otros efectos que en la actualidad se estan evaluando, de los que se dispone
de informacion limitada. No obstante, es de suma importancia moderar o eliminar la
exposicion a ftalatos presentes en el ambiente dado que al ser considerados
disruptores enddcrinos, algunos sectores de la poblacion que estan en cierto rango
de edad pueden sufrir consecuencias hormonales mas adelante, como jovenes en

la adolescencia o incluso nifios (Zeng, et al., 2023).

Debido a esto, alrededor del mundo, se ha buscado regular y controlar las
concentraciones de ftalatos a las que llega a estar expuesta la poblacion humana

en los ultimos arios.

Existen organizaciones como la Comision de Seguridad de Productos del
Consumidor CPSC, y la Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos que hoy en dia prohiben el uso de ftalatos en ciertos productos como

juguetes para nifios o infantes que contengan mas de un 0.1% en peso de ftalatos.

En 2018, el Reglamento (EU) 2018/2005 de la Unidon Europea prohibio la
introduccidon en el mercado de productos que contengan uno o mas de los cuatro
ftalatos indicados en cantidades superiores al 0.1% en peso del material plastico,
gue se encuentra en el interior de cualquier tipo de producto. Estas sustancias son:
DEHP (bis (2-etilhexil) Ftalato), DBP (Dibutil Ftalato), BBP (Bencil Butil Ftalato) e
DIBP (Diisobutil Ftalato); sin embargo, soOlo las primeras tres sustancias tenian
prohibido el uso en el interior de productos de gran consumo destinados a los nifios
(Hanari, 2021).

Existen normativas para algunas categorias de productos; el Reglamento (EU)
2018/2005 prevé algunas excepciones como articulos introducidos en el mercado

antes del 7 de julio de 2020 en la Unidn Europea, lo que puede ser peligroso para
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la poblacion, considerando que los productos que ya circulaban anteriormente en
ciertos mercados no estaban regulados y son libres de pasar de mano en mano,

sobre todo en el comercio de tipo informal (Diario oficial de la Unidn Europea, 2018)

En México existen diversas Normas Mexicanas (Tabla 1) que regulan la produccion
de plasticos y sus propiedades de acuerdo con sus diferentes usos, asi como su

aprovechamiento.

Tabla 1. Normativa Mexicana referente a la produccion de plasticos.

Clave Titulo Definicién

Esta norma mexicana establece las
especificaciones de los compuestos de
poli(cloruro de vinilo) (PVC) y de poli(cloruro de
vinilo) clorado (CPVC), empleados en el
proceso de extrusiébn e inyeccién para la
Industria del plastico — Compuestos de | fabricacion de la tuberia de poli(cloruro de
poli(cloruro de vinilo) (PVC) y poli(cloruro de | vinilo)(PVC) y poli(cloruro de vinilo) clorado
vinilo clorado) (CPVC) — Especificaciones. (CPVC) o de copolimeros de cloruro de vinilo
que contengan por lo menos 80% de cloruro de
vinilo, y los aditivos necesarios para que su
manufactura sea mas facil. Los aditivos pueden
ser lubricantes, estabilizadores, modificadores,
cargas y pigmentos.

NMX-031-CNCP-
2009

Este método indica la determinacion de
resistencia a la deterioraciéon por migracién de
plastificantes, en las peliculas vinilicas con y sin
soporte.

Método de prueba para la determinacion de
NMX-E-019-1968 resistencia a la deterioracién por migracion
de plastificantes en las peliculas vinilicas.

Establece dos métodos (A y B) para
Plasticos para uso agricola — Plasticos de | determinacion de la pérdida de plastificante en

NMX-E-133-1984 poli (cloruro de vinilo) — Pérdidas de | los materiales plasticos de Poli (Cloruro de
plastificante en materiales plasticos - | Vinilo) bajo condiciones definidas de tiempo y
Método de prueba. temperatura usando carbon activado como

medio de inmersion.
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Clave Titulo Definicién

Sefiala la calidad que deberan cumplir las
peliculas de policloruro de vinilo sin soporte
Norma de calidad para peliculas de | usadas principalmente en la industria
poli(cloruro de vinilo) (PVC) sin soporte. automotriz para vestiduras de asientos, forros
de puertas, forros de acojinamiento, cielos
interiores, capacetes, etc.

NMX-E-001-1970

Método de prueba para la determinacion de | Determina la resistencia al envejecimiento por
NMX-E-006-1968 | resistencia al envejecimiento por calor de las | calor que presentan las peliculas vinilicas con o
peliculas vinilicas con y sin soporte. sin soporte.

Establece y describe los simbolos de
identificacion que deben tener los productos
NMX-E-232-CNCP- | INDUSTRIA DEL PLASTICO — SIMBOLOS | fabricados de plastico, en cuanto al tipo de

2014 DE IDENTIFICACION DE PLASTICOS material se refiere, con la finalidad de facilitar
su seleccién, separacién, acopio, recoleccion,
reciclado y/o reaprovechamiento.

Indica especificaciones que debe cumplir el
reciclaje de residuos plasticos y requisitos de
calidad que se deben considerar en todos los
pasos del proceso de reciclado, asi como las
directrices generales para su inclusion en
normas de materiales, métodos de prueba y
especificaciones de productos.

NMX-E-285-NYCE- | Directrices para la recuperacién y el reciclaje
2021. de residuos plasticos.

Esta Norma Oficial Mexicana establece el
procedimiento de cromatografia de gases para
la determinacién de Ftalato de Octilo (Ftalato de
Di 1-2 Etil Hexilo) en muestras de aire del medio
ambiente laboral.

Higiene industrial-Medio ambiente laboral,
NOM-090-STPS- determinacion de Ftalato de Octilo (Ftalato

1994 de Di 1-2 Etil Hexilo) en aire, método de
cromatografia de gases.

Nota. Informacién recopilada principalmente del Diario Oficial de la Federacion.

En México no se cuenta con una normativa correspondiente a la regulacion de
ftalatos para los productos comerciales. Garcia, et al., (2018) reportaron haber

encontrado ftalatos en varios componentes de la canasta basica mexicana, en
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donde encontraron varios marcadores en productos como carnicos, productos

enlatados, frutas, verduras, aves, mariscos, entre otros.

Existen diversas vias de exposicion a los MPs a las que el ser humano esta sujeto.
La primera via es de tipo indirecta, donde el MP es ingerido por el ser humano a
través de la cadena trofica o por contaminacién a los estratos que rodean su entorno
como son particulas en el aire, sedimentos, suelos, corrientes acuaticas, entre otros.
La segunda via es por contacto directo, por adquisicion de articulos que contengan
MPs, como productos cosméticos, maquillajes, articulos de higiene entre otros; o
entren en contacto con materiales plasticos de baja calidad o no reglamentados. Se
ha reportado que el contacto de estos materiales con alimentos puede promover la
presencia de MPs en miel, cerveza, leche, peces, carnicos y otros comestibles
(Diaz, 2020).

La exposicion alimentaria, es la mayor fuente de exposicion existente, debido a que
los alimentos pueden contener pequefias cantidades de ftalatos a causa de la
contaminacion ambiental (deposicion de particulas presentes en el aire), del
contacto con diferentes materiales durante el proceso de produccion (mesas de
seleccion, lineas de transporte, etc.) y por contacto con materiales de embalaje
(peliculas plasticas, bandejas, etc.) (ELIKA, Seguridad Alimentaria., 2022).

Articulos basicos para su uso en la alimentacion o que son usados con otros fines
son libres de circular en los mercados sin ser sometidos a una regulacion, y pueden
representar un riesgo para la salud no solo de los compradores, sino para el medio
ambiente, como lo sefialan en su articulo Gonzalez, et al., (2011) “Se encontraron
ftalatos en todas las muestras analizadas de biberones, latas y contenedores

plasticos”.

3.4 Afectaciones de particulas plasticas a la salud

En marzo del aiio 2022, Leslie et al., reportaron el descubrimiento de NP en sangre
humana, identificando diversos tipos de plasticos. Los que se encontraron en mayor

cantidad fuero el tereftalato de polietileno (PET), polietileno (PE), varios polimeros
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del estireno y polimetiimetacrilato (PMMA). También se encontraron valores en
concentraciones menores de polipropileno (PP). La concentracion de los polimeros
identificados fue de 1.6 ug/mly se ha reportado la presencia de particulas plasticas
en muestras humanas de colon (lbrahim et al. 2020) y de tres tipos de particulas de
polipropileno en tejidos de placenta (Ragusa et al., 2021), mediante FTIR
(espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier) lo que sefiala la importancia
de evaluar sus efectos en la salud humana, asi como en modelos animales de

estudio.

En febrero de ese mismo afio, Segovia-Mendoza et al., en colaboracion con el
Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de Fuente en Ciudad de México, publicaron
estudios preclinicos donde se seleccionaron 14 pacientes voluntarios
diagnosticados con Transtorno Depresivo Mayor, asi como 53 voluntarios que
fueron considerados sanos. En dicho estudio se tomaron muestras sanguineas de
todos los voluntarios y se analizaron con Cromatografia de gases y espectroscopia
de masa (CG-SM). En todas las muestras sanguineas se encontraron cuatro tipos
de ftalatos: dietil-hexil-ftalato (DEHP), butil-bencil-ftalato (BBP), di-n-buti ftalato
(DBP) y di-etil-ftalato (DEP); asi como la presencia de dos bisfenoles: bisfenol A
(BPA) y Bisfenol S (BPS).

En donde la concentracion de ftalatos entre grupos variaba de diversas maneras,
se identific6 que las mujeres con trastorno depresivo presentaron mayor
concentracion de BBP comparado el grupo sano (Figura 3). Segovia-Mendoza et

al., en el 2022 senalaron:

“‘Notablemente, los niveles de BBP fueron significativamente diferentes en el
grupo de mujeres con trastorno depresivo (p=0.0584), mostrando un aumento

significativo (mas del 50%) comparado a los hombres”.

Lo cual puede deberse a que las mujeres tienden a ser expuestas a mas productos

que podrian contener aditivos plasticos como cosméticos y productos de higiene.
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Figura 4. Niveles de ftalatos BBP presentados por pacientes con trastorno depresivo
mayor, divididos por género. Tomado de Segovia Mendoza, et al., 2022, Int. J. Environ Res.
Public Health (https://doi.org/10.3390/ijerph19031737).

Segovia Mendoza et al., (2022) plantearon la posibilidad de que los ftalatos, al ser
disruptores enddcrinos, podrian estar causando afectaciones a los sistemas
neurotransmisores y se propone que la presencia de estos aditivos pueda estar
relacionada con la incidencia de trastorno depresivo mayor. Sin embargo, estos
hallazgos recientes resaltan la necesidad de continuar investigando las posibles
causas, por lo que es necesario realizar pruebas toxicolégicas en modelos

alternativos de estudio.

3.5 Modelos animales

Maschi et al., en el 2021 definen en el libro “Ciencia y Bienestar de los animales de

laboratorio” a un modelo animal como:

“‘Un objeto animado de imitacion, utilizado para investigar circunstancias
fisiologicas o patologicas, que se crea y se utiliza en la investigacion de la causa,
naturaleza y tratamiento de los fenomenos funcionales y de las enfermedades

humanas y animales”.
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Existe una gran variedad de modelos animales, tanto terrestres como acuaticos, los
cuales representan una reproduccion parcial o total de una caracteristica o reaccion
determinada que es importante observar, analizar y extrapolar al ser humano u otros
animales de familias taxonémicas similares. Su valor radica en la prediccién de
efectos dafiinos en los componentes bidticos de un ecosistema, la cadena tréfica
gue integran y su bienestar general; por lo que es muy importante la buena seleccion
de un modelo animal. Asi mismo, el investigador carga con el peso ético y humano
de tratar al animal con el respeto y cuidado que se merece como Ser vivo que provee

de tan importante informacion.

Se considera aceptable el uso de animales para la investigacion, pruebas y
ensefanza unicamente si “contribuye de manera efectiva a la mejor compensacion
de principios biolégicos fundamentales o al desarrollo de conocimientos que,
razonablemente, podemos esperar que beneficien a los seres humanos o a los
animales” (California Consumer Privacy Act CCPA, ANEXO XV-A, 1998).

Organizaciones como el Consejo Internacional de Organizaciones de Ciencias
Médicas (CIOMS), el Consejo Internacional para la Ciencia de Animales de
Laboratorio (ICLAS), la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE- WOAH), al
igual que organismos y asociaciones que regulan el manejo de modelos animales
en diversos paises como Federacién Europea de Asociaciones de Animales de
Laboratorio (FELASA) en la Union Europea, han creado procedimientos y
reglamentacion sobre la experimentacion con animales, Los estandares

internacionales (Carbone y Ayala, 2021) sefialan que:

A) Los animales deben emplearse unicamente cuando el investigador haya buscado

sin éxito encontrar una alternativa aceptable.

B) Si se deben utilizar animales, ellos deberian mantenerse en condiciones que

aseguren su bienestar fisico y emocional.

C) Los animales no se deben someter a angustia o dolor innecesarios.
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D) La técnica experimental debe asegurarles toda la proteccion posible, ya sea para
investigacion, ensefianza o para pruebas; el costo y la conveniencia no deben tener

precedencia sobre el bienestar fisico y mental del animal.

Asi mismo, el REGLAMENTO DE CREACION Y FUNCIONAMIENTO DEL COMITE
PARA EL CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE LABORATORIO de la Benemérita
Universidad Autbnoma de Puebla estipula que:

“Independientemente de la busqueda del conocimiento, se acepta que todos los
seres vivos son capaces de sufrir y sentir, y que se deben realizar acciones para

respetar la vida en todas sus formas y buscar la minimizacién del sufrimiento.”

Esta investigacion se basa en el adecuado manejo de los modelos animales para
garantizar que se encuentren en las condiciones Optimas requeridas para brindar
una investigacion de calidad, y asi mismo, para dar el debido respeto a los

individuos usados en esta investigacion.

3.5.1 Daphnia magna

Daphnia es un organismo invertebrado, cladécero de agua dulce, también llamada
pulga de agua, pertenece a la familia de los crustaceos, del Suborden Cladocera.
Es un representante importante de las comunidades dulceacuicolas con gran
sensibilidad a una amplia gama de compuestos téxicos, siendo ésta una de las
caracteristicas principales por lo que se ha usado internacionalmente en pruebas
de toxicidad. De igual manera, su ciclo de vida corto y su cultivo relativamente facil
en laboratorio, lo que agiliza la realizacion de pruebas rapidas y economicas.
Daphnia magna es un modelo ecotoxicolégico comunmente usado en pruebas de
toxicidad acuatica, es un bioindicador importante de facil cultivo de laboratorio,
relativamente econémico, su tamafio relativamente pequefio, no obstante, visible al
ojo humano, se reproduce mediante partenogénesis, su ciclo de vida es corto y su

fecundidad es elevada (Koivisto, 1995).

Estos crustaceos presentan elevada fertilidad, generando en su desarrollo asexual
la liberacion de crias hembras, acompafado de incremento de la actividad de la
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enzima quitinasa, esta enzima hidroliza la quitina del exoesqueleto en componentes
oligo y monomeéricos (Telli et al., 2024), desprendiéndose la antigua cuticula que
cubria al crustaceo para dar paso a la nueva, proceso conocido como ciclo de muda
(Zhang et al., 2021), el cual es regulado por hormonas relacionadas con la
reproduccion, por lo que la determinacion de la actividad de la enzima quitinasa es
un biomarcador de utilidad en la evaluacion de la reproduccion de este cladocero
(Qietal., 2017).

3.5.2 Rata Wistar (Rattus norvegicus albinus)

La rata albina es un modelo de estudio desarrollado como el primer animal en
estandarizarse para el uso experimental en biologia celular y ensayos clinicos.
Respecto al empleo del modelo Wistar en la investigacion, se ha destacado su uso
desde finales del siglo XIX, impulsando a la fecha la investigacion biolégica, médica

y psicologica (Otto et al., 2015).

En estudios de toxicidad, su alto rango de supervivencia, su peso relativamente bajo
en comparacién con otros modelos, baja incidencia tumoral y facil adaptacion en
bioterios, permite controlar las variables ambientales en las experimentaciones. Asi
mismo, en este modelo animal se ha caracterizado informacion sobre ensayos
genéticos, desarrollo de peso corporal, signos vitales, consumo de agua y comida,
hematologia, neurotoxicidad, peso de sus organos, lesiones visibles, conteo de
esperma y foliculos de ovario, histopatologia, reprotoxicidad, entre muchos otros
(Weber et al., 2011). La cepa Wistar es la mas usada como material experimental
en investigacion epidemiolégica, ensayos clinicos, estudios genéticos, elaboracién

de mecanismos de sefializacion, entre otros estudios (Yu y Shang, 2014).

3.6 Estrés metabolémico

Un organismo puede ser sujeto a diversos estresores dentro de un medio
determinado. Sin embargo, si dicho estrés sobrepasa la capacidad de carga mental,
fisica o emocional del organismo, este puede sufrir una alteracion en el metaboloma.

Donde la energia necesaria para el funcionamiento o mantenimiento de diversos
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sistemas bioldgicos es redirigida hacia el afrontamiento de estresores, resultando
en fluctuaciones en los niveles de metabolitos en el organismo (Perera, Soos y
Machin, 2022).

Algunos metabolitos se han usado como indicadores del desarrollo de ciertas

enfermedades, por ejemplo:

oE| succinato, es un metabolito que sirve como intermediario en el ciclo de Krebs y
juega un papel crucial en la produccién de energia celular. En esta via metabdlica
el succinato, con ayuda de la enzima succinato deshidrogenasa, se convierte en
fumarato. Lo que contribuye a la produccion de electrones para la cadena de
transporte electronico, donde como resultado final se produce ATP que brinda
energia a las células. Ademas, contribuye como un eje integral para sefializar una
respuesta inflamatoria en las células macrofagas, quienes son esenciales para el
sistema inmune (Berg, Tymoczko y Stryer, 2007). La alteracion o deficiencia de este
metabolito afecta directamente la produccién de ATP, alterando el transporte de
electrones en la mitocondria y los almacenes de energia. Lo que incrementa la
produccion de especias reactivas de oxigeno (ROS) y provoca dafio celular. En los
altimos afios se ha estudiado y propuesto al succinato como un bioindicador para la
deteccion temprana de disfunciones metabdlicas en 6rganos como tejido adiposo,
estbmago, pancreas, rifiones y algunos muasculos que recubren el esqueleto

(Fernandez, Ceperulo y Vendrell, 2021).

elLa Glutamina, es el aminoacido mas abundante en el organismo, con diversas
funciones. Sirve como fuente de nitrégeno para la sintesis de nucle6tidos y otros
aminoacidos, participa en la glucogénesis como intermediario auxiliando en la
generacion de glucosa, contribuye a la eliminaciéon de amoniaco en el ciclo de la
urea, brinda energia a las células del sistema inmune y del intestino, y es clave en
el metabolismo del cancer. Los niveles bajos de glutamina en el organismo son
asociados con alteraciones en el sistema inmunitario, asi como cambios en la
estructura y funcion de la mucosa intestinal y el tejido linfatico asociado (Bonet y
Grau, 2007).
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oCreatina, es el resultado de la uniébn de tres aminodacidos, almacenada
principalmente en los tejidos del musculo y un 5% en el cerebro y corazon. La mitad
de los suministros de creatina proviene de alimentos altos en proteinas, mientras
gue la otra mitad es producida por los rifiones, higado y pancreas. Es una fuente de
energia instantanea y constante que permite que los musculos realicen actividades
fisicas intensivas, ya que ayuda a regenerar el ATP y a disminuir la cantidad de
azucar en sangre. La disminucion o ausencia de creatina podria provocar fatiga
muscular rapida y pérdida de masa muscular. De igual manera, se le relaciona con
ciertos desordenes neurolégicos como el Alzheimer y Parkinson (Trentman,

Louissaint y Enaohwo, 2024).

eFosfocreatina, actua como reservorio de fosfato de alta energia para los musculos,
su funcion principal es regenerar el ATP en los periodos cortos de actividad fisica
intensa, manteniendo un suplemento constante de energia previa a la activacion de
otros procesos energéticos como el Ciclo de Krebs. La disminucion de este
metabolito podria provocar debilidad muscular temprana y fatiga (Castro, et al.,
2010).

el a asparagina es un aminoacido polar no esencial que actua como precursor en
la sintesis de proteinas (como el AMP, glutamato y pirofosfato) y es intermediaria
en el metabolismo del nitrdgeno y amonio. Ayuda en la regulacién del ciclo celular
y sefializacién de estrés (Pessino, et al., 2024). La deficiencia de asparagina podria
comprometer la capacidad de las células para adaptarse a condiciones estresantes

y reparar dafios, debido a que ayuda en la sintesis proteica.

el actato, el producto final de la glucdlisis anaerdbica. Algunas de sus funciones son
como fuente de energia para tejidos como el corazon y cerebro, como materia prima
en el higado para la generacion de mas glucosa y como sefializador para regular la
actividad celular en situaciones de hipoxia (Benarroch, 2024). Asi mismo, promueve
la formacién y regeneracion 6sea, al activar vias de sefializacion que estimulan la
expresion de proteinas como colageno | y la osteocalcina. La alteracion de lactato
en el organismo puede ocasionar una acidosis lactica, enfermedades mitocondriales

y deficiencias en la enzima LDH que a su vez ocasionan fatiga cronica, debilidad
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muscular, dafios en érganos de alta demanda energética (como corazon y cerebro)

y dolores musculares (Li, et al., 2022).

3.7 Marco conceptual

3.7.1 Tipo de investigacion
La investigacion es de tipo exploratoria, explicativa y correlacional.

Es exploratoria debido a que tanto el fendmeno de los MPs como sus efectos
toxicolégicos son muy recientes. El descubrimiento de los MPs fue reportado por
Thompson en el afio de 2004. Sin embargo, no fue hasta una década después que
se destaco la importancia de controlar la contaminacion por plasticos y MPs de los
océanos. Teniendo la cronologia en cuenta, los MPs son un problema del que se
conoce muy poco, la mayoria de los estudios hasta el dia de hoy estan enfocados
principalmente a criaturas marinas y sus hallazgos en las playas, especialmente en
México. Por lo que, es importante la generacion de informacion sobre los efectos

toxicoldgicos de los MPs, sus aditivos y los posibles efectos de sinergia.

Se trata también de una investigacién de tipo explicativa, debido a que se busca
comprender y analizar los efectos producidos en la salud de los modelos animales,
basandose en los efectos toxicolégicos reportados en la bibliografia y generando

informacién que ayude a esclarecer la problematica en diferentes escenarios.

Finalmente, la investigacibn es de tipo correlacional porque se hace una
comparacion de los efectos toxicolégicos observados en ambos modelos animales,
tanto terrestres como acuaticos. Ademas, se planteara la relacion entre los efectos
causados por MPs en mamiferos, las posibles repercusiones hacia la salud humana
y la exposicion del ser humano al constante contacto con diferentes productos
plasticos y sus aditivos (Kogel et al., 2019; Parmar et al., 1987; Segovia Mendoza
et al, 2020; Leslie et al, 2022).
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IV. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

4.1 Preguntas de investigacion

¢ Como pueden ser caracterizados y monitoreados los riesgos toxicos de la
exposicion cronica a micro- y nanoparticulas de PVC (MNPs de PVC) en
modelos animales acuaticos y terrestres, como Daphnia magna y Rattus

norvegicus, para evaluar su potencial impacto ambiental?

V. HIPOTESIS
Los riesgos toxicos a la exposicion crénica de MNPs de PVC pueden ser
caracterizados y monitoreados en los modelos animales acuético y terrestre,
Daphnia magna y Rattus norvegicus, mediante el empleo de biomarcadores
sensibles que demuestran perfiles de alteraciones bioquimicas, metabolémicas,
histoldgicas y reproductivas, demostrando el riesgo potencial que estos materiales

pueden generar al medio ambiente.
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VI.

OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Caracterizar y monitorear los riesgos téxicos asociados a la exposicion
cronica de nanoparticulas de PVC (MNPs de PVC) en los modelos animales
acuatico (Daphnia magna) y terrestre (Rattus norvegicus), mediante la
utilizacion de biomarcadores que evidencien alteraciones bioquimicas,
metabolémicas, histoldgicas y reproductivas, con el fin de evaluar su impacto

potencial en el medio ambiente.

6.2 Objetivos especificos

Identificar la exposicidn a plasticos de una poblacion de estudiantes de la

Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

Caracterizar muestras de material plastico, mediante espectroscopia FTIR, y
su contenido de aditivos (DEP, DBP, BBP y DEHP) mediante GC-MS.
Caracterizar fisicamente la forma y distribucibn de tamafio de las
microparticulas obtenidas de la muestra plastica de PVC, mediante
dispersion de luz dindmica (DLS) y microscopia Optica.

Evaluar los efectos toxicos crénicos de las muestras de MPs, en los grupos
de animales expuestos a una concentracidon de relevancia ambiental,
mediante el biomonitoreo de caracteristicas de historia de vida, parametreos
fisiologicos, perfil metabolomico (espectroscopia de resonancia magnética
nuclear), y analsis histologico de D. magna y Rattus norvegicus cepa Wistar.
Establecer un modelo matematico que refleje la evolucion del dafio crénico
causado por el contacto con MNPs de PVC sobre la dindmica poblacional de

Daphnia magna.
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VIIl. DISENO DE LA INVESTIGACION

7.1 Diagrama de trabajo
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Figura 5. Diagrama de trabajo, elaboracién propia.

7.2. Desarrollo metodolégico

7.2.1 Encuesta descriptiva
La encuesta fue disefiada para recolectar informacion relevante sobre la exposicion

a plasticos en una poblacion de estudiantes de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla.
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El instrumento de recoleccién de datos consisti en una encuesta cuantitativa
conformada por veintidds preguntas, que abarcaron aspectos relacionados con los

habitos y consumo de productos plasticos en la comunidad estudiantil.

La encuesta se aplico en linea, utilizando la herramienta Google Forms para facilitar
la recopilacién de datos en un grupo de compraventa econdmica, donde interactla
una gran cantidad de estudiantes de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla. Se eligié el grupo “Nenis BUAP” porque es conformado por estudiantes de
18 a 30 edad, residentes de la ciudad de Puebla y que usan ese espacio publico
para consumir diversos productos en la Benemérita Universidad Autonoma de

Puebla.

El grupo consta de 68 mil seguidores, sin embargo, se ha observado que las
publicaciones con mayor interaccién generan en promedio cien reacciones, por lo
gue la poblacién estimada para la aplicacién de la encuesta en linea fue de 100

personas.

Se aplicé la formula presentada en la ecuacién para estimar el tamafio de una
muestra; garantizando un 95% de confianza, y asi mismo, un margen de error del

5%, donde se obtuvo que la muestra deberia constar de 81 respuestas.

Z*pq
eZ

Tamaio de muestran =

Ecuacion 1. Férmula para calcular el tamafio de muestra de una poblacién. Donde Z? es la
abscisa de la curva normal que corta en un area q, e es el nivel deseado de precision, p es
la proporcion estimada de un atributo que se desea estudiar en la poblacién y q representa
1-p. Adaptada de “Determining sample size”, de Israel G.D., 1992.

Antes de responder la encuesta, los participantes fueron informados sobre el
propésito del estudio y la naturaleza voluntaria de su participacion, pidiendo de igual

manera que reafirmaran sobre sus estatus como estudiantes BUAP con un “Si” o
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“‘No”. Se garantiz6 que las respuestas serian tratadas de manera anonima y

utilizadas exclusivamente con fines de investigacion académica (INAI 2023).

7.2.2 Obtencion de muestra plastica comercial
Se obtuvo una muestra de plastico PVC del comercio informal a partir del resultado

de encuestas dirigidas que permitieron evaluar la exposicion de los encuestados a
los microplasticos y sus aditivos. De igual forma, la aplicacion de la encuesta
relaciond los resultados del instrumento con los datos obtenidos en el estudio
toxicolégico bajo el amparo de un modelo simulador, que reconoce la interrelacion

de varios elementos o variables (Caselles, 2008).

7.2.3 Caracterizacion espectroscopica del material plastico (PVC)
La composicion del material plastico respecto al tipo de polimero se realizo mediante

espectroscopia FTIR (Spectrum One, Perkin Elmer) en modo ATR en conjunto con
una base de datos (Jemec, 2016). Este método de caracterizacion es muy Util para
polimeros y materiales en general, es una de las técnicas mas confiables, ya que

produce espectros de alta calidad (Rocha Santos et al., 2022).

7.2.4 Identificaciéon de la presencia de aditivos en el material plastico
comercial estudiado

El contenido de ftalatos (Dietil ftalato (DEP), Dibutil ftalato (DBP), Butil bencil ftalato
(BBP) y Dietilhexil ftalato (DEHP)) presentes en la muestra de plastico seleccionada
para este estudio, se realiz6 mediante Cromatografia de Gases-Espectrometria de
Masas (GC-MS). La muestra se dividio finamente, previo a su analisis, los ftalatos
se extrajeron por sonicacién y calor. El cromatografo se calibré usando una mezcla
de referencia con los ésteres de ftalatos (Consumer Product Safety Commission,
2009).

7.2.5 Preparacion de MNPs, caracterizacion de formay tamafio

El desgaste de plasticos desechados en el medio ambiente puede deberse a
diferentes causas como fotodegradacion, ruptura mecanica, desgaste por
termooxidacion, desgaste hidrolitico y biodegradacién por microorganismos (Webb

et al., 2013. En este trabajo, material plastico de PVC se compré en el comercio
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informal, en forma de pelicula plastico, por su empleo comun por la poblacién, para
envolver diversos alimentos y materiales incluso para su almacenamiento y/o

transporte.

La suspension de MNPs se obtuvo por medio de la molienda 2 g de la pelicula
plastica de PVC, en 130 mL agua bidestilada, con ayuda de un taladro a 12,500
rpm, en periodos de 3 h, durante 7 dias (Dremel 3000). La suspension obtenida fue
filtrada para remover particulas de mayor tamafo, mismas que fueron desecadas
por 24 h para remocién de humedad residual y pesadas. El contenido de plastico
presente en la suspension fue estimado a partir de la diferencia de peso entre el

material pesado previo a la molienda y las particulas de mayor tamafo removidas.

La forma y distribucion de tamafio de las microparticulas, se analiz6 mediante
dispersién de luz dinamica (DLS) (LS 13 320 Laser Diffraction Particle Size
Analyzer, Beckman Coulter), técnica no invasiva en donde las particulas en un
medio dispersante a evaluarse en la region submicronica, son incididas por un haz
de luz laser que se dispersa a diferentes intensidades. Las fluctuaciones de
intensidad producen la velocidad del movimiento browniano, lo que permitié evaluar
el tamafio de las particulas presentes en la suspensién con el uso de la relacion de
Stokes-Einstein (Ross, 2010).

7.2.6 Ensayo de toxicidad cronica

7.2.6.1 Evaluacion de toxicidad en Daphnia magna

La concentracion de MNPs para el presente estudio se selecciond a partir de
pruebas de toxicidad aguda. Para ello se empleé la metodologia descrita en
literatura a fin de establecer la toxicidad de los MNPs en suspension sobre
daphnidos neonatales en atenciéon a la NMX-AA-087-SCFI-2010. El ensayo agudo
se inici6 realizando pruebas exploratorias por triplicado, para determinar diluciones
que se encontraran en el intervalo proximo a el valor de ECso. Posteriormente, se
realizaron pruebas confirmatorias, donde se expuso un grupo de individuos a

diluciones previamente determinadas, considerando grupos control positivo y
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negativo durante 48 horas. La mortandad registrada se evalué con el programa
PROBIT para identificar el valor de ECsp.

La ECso estimada a las 48 horas fue de 7 mg/mL. Analogamente, las poblaciones
fueron expuestas a concentraciones inferiores a la ECso (0.20 mg/mL, 0.04 mg/mL
y 0.02 mg/mL) por un periodo de veinte dias, con conteo manual y recambio de
medio cada tercer dia a fin de encontrar una concentracion subletal adecuada para
el posterior ensayo cronico. Finalmente, de los resultados observados, la

concentracion de 0.04 mg/mL, fue seleccionada para estudios posteriores.

De tal que, el ensayo cronico, se inicié con veinte organismos neonatos expuestos
a concentracion subletal de 0.04 mg MNPs/mL en un volumen final de 120 mL. La
poblacion fue observada durante veinte dias y monitoreada cada tercer dia
mediante conteo manual y recambio de medio con evaluacion de parametros de

historia de vida. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

7.2.6.2 Evaluacion de parametros fisiolégicos

La frecuencia cardiaca y movimiento toracico de los organismos fue evaluada a
partir de la seleccion de un daphnido al azar alos 10, 15y 20 dias para el tratamiento
y el grupo control. Los daphnidos seleccionados fueron transferidos a un
portaobjetos con volumen aproximado de 35 pL a fin de realizar grabaciones del
movimiento del corazén y miembros toracicos por un minuto (camara digital
Moticam-X, resolucion de 1.3 MP acoplada a microscopio ZEISS® Primo Star con
aumento total de 100x). Los videos fueron procesados en el programa Tracker
version 6.0.9; se contabiliz6 cuadro por cuadro los latidos cardiacos y las
contracciones del térax durante 1 minuto. Todas las mediciones se realizaron por
triplicado (Bownik et al., 2017).

7.2.6.3 Evaluacion de la toxicidad crénica en Rattus norvegicus cepa
Wistar
En el caso del modelo terrestre, ratas de la cepa Wistar, se establecié un grupo
expuesto a la misma dosis subletal previamente determinada (0.04 mg MNPs/mL)

y un grupo control. Cada grupo consté de dos individuos, la suspension fue
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administrada en los bebederos con consumo ad libitum y manteniendo condiciones
optimas de temperatura de 24°C, humedad al 50% y ciclos de luz-oscuridad 12-12
horas (Danso et al., 2022). Al final del estudio (dia 7), los animales fueron

sacrificados por inhalacién de diéxido de carbono.

7.2.7 Andlisis histoldgico en D. magnay rata cepa Wistar
El andlisis histolégico se efectué mediante la técnica propuesta por Dey (2018) y

adaptada por Rosas Licona (2023), para el organismo D. magna, y el estbmago e
intestinos de ratas Wistar, individuos y tejidos, respectivamente fueron expuestos
en paraformaldehido-PBS al 4% durante un lapso de 7 dias. Las muestras se
deshidrataron y blanquearon durante 30 minutos en agitacion con alcohol etilico,
50% alcohol etilico-50% xilol y xilol 100%.

Los organismos se incluyeron en parafina durante 2 horas con recambio. Pasada la
primera hora, posteriormente, se colocaron en moldes metalicos cuadrados con
parafina. Las muestras se seccionaron en serie a 5 ym en un microtomo de
deslizamiento Leica® SM2010. Las secciones se tifieron con hematoxilina y eosina,
para la posterior visualizacion del tejido. Para la identificacion de estructuras
dafiadas se tomaron fotografias con una camara digital Leica® MC170 HD acoplada
a un microscopio ZEISS® Primo Star. Con el programa ImageJ se midié la anchura
del intestino medio y la pared intestinal, ademads de la longitud de las
microvellosidades. Para el estbmago se determiné la morfologia.

7.2.8 Andlisis por tomografia de rata cepa Wistar
El estudio se desarroll6 en el Centro Avanzado de Pruebas Analiticas no

Destructivas de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Se realizé la
reconstruccién 3D de una seccién coronal proxima al I6bulo frontal de cerebro de
ratas Winstar en un tomdografo Avonix Imaging. Se realizaron 2500 cortes de cada
muestra con una energia del haz de 170 kV, una corriente del haz de 162 uAy 27.2
W de poder. Se visualiz6 la morfologia y con el programa ImageJ se midi6 la longitud
de la zona que separa el hipocampo y los cuerpos mamilares, tanto izquierdo y

derecho. Ademas, se obtuvo el area del hipocampo izquierdo y derecho.
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7.2.9 Evaluacion de la actividad enzimatica de quitinasa en D. magnha
Se recolectaron daphnidos a los dias 10, 15 y 20 para el tratamiento a base de

MNPs y el grupo control. Los organismos fueron homogeneizados en tampon
citrato-fosfato 0.15 M y pH 5.5. Posteriormente centrifugados a 10,000 g por 3 min
(4 °C). Se tomaron 200 pL del sobrenadante con posterior incubacion a 37 °C con
25 pL de 4-nitrofenil N, 1.5 m de NV-diacetil-hd-quitobiosido (Sigma-Aldrich) durante
50 min. La reaccién se detuvo por adicion de 25 pL NaOH 0.5 N. El 4-nitrofenol
liberado se cuantificé a 405 nm (Zou y Bonvillian, 2004).

Paralelamente, se estimé la concentraciébn de proteina segin el método de
Bradford. Finalmente, el rendimiento de quitinasa se informé como nmol de

nitrofenol liberado por pg proteina en un tiempo de 50 minutos.

7.2.10 Evaluacion del perfil metabolomico
El perfil metabolémico se obtuvo mediante resonancia magnética nuclear, a partir

de tejido homogenizado de 40 daphnidos en 350 pL de solucién tampdn de fosfatos
(70 mM NaxHPOg4, 0.025 (p/v) NaNs, 20mM TSP, pH 7.4 en D>0) de acuerdo con la
metodologia propuesta por Deng et al., (2017).

En el caso del modelo terrestre, el andlisis se desarrolld a partir de la recoleccion
de muestras sanguineas directamente del corazon de los organismos. El proceso
se efectué en apego a NOM-062-ZO0-1999 Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Se tomaron 350 yL de
suero en 250 uL de tampodn de fosfato (70 mM Na>HPO4; 0.025 (p/v) NaN3; 20mM
TSP; pH 7.4 en D20).

Ambas muestras se homogeneizaron y se centrifugé a 12000 rpm durante 10
minutos, eventualmente, se tomaron 600 uL de los sobrenadantes y se transfirieron
a tubos de RMN de 5 mm. Los espectros de RMN de 1 H se adquirieron utilizando
un espectrémetro Bruker Avance Neo, 500 MHz a 298 K. Las resonancias de los
metabolitos fueron identificadas de acuerdo con la Base de datos del metaboloma
humano (Wishart, et al., 2022).
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 ENCUESTA DESCRIPTIVA

El primer objetivo especifico de esta investigacion conlleva la caracterizacion
fisicoquimica del material plastico seleccionado, para ello, se procedido a la
aplicacion de una encuesta descriptiva a fin de seleccionar el tipo de material a

utilizar en pruebas posteriores.

La encuesta se aplicd a lo largo del mes de abril del 2023 a estudiantes de la
comunidad universitaria de la BUAP, 80% fueron de licenciatura. Los datos
recabados para los 86 individuos resaltan que, de los encuestados, 29% suele
consumir alimentos envueltos con pelicula plastica, de ellos el 48% afirma encontrar
el empaque en alimentos del supermercado, el resto alude a mercados y tiendas
locales. De ello mismo se destaca la frecuencia de consumo, el 50% de los
estudiantes reconoce una constancia de consumo superior a 3 veces por semana
(Figura 5).

Pégina | 30



A Bb6respuestas

60

40 43 (50 %)

20 21 (24,4 %)

14 (16,3 %) 3(3.5%)

B  83respuestas

@ Tienditas locales

@ Supermercado

@ Mercado

@ No lo compro, viene con mis alimentos

@ Se lo compro a alguien en la calle

Figura 5. Preguntas realizadas a estudiantes de la BUAP sobre habitos y consumo de
plastico PVC. La grafica A muestra la frecuencia con la que los estudiantes consumen PVC,
basandose en una escala donde 1 es “nunca lo consumo” y 5 es “Siempre lo consumo”. La
grafica B muestra los lugares mas frecuentes donde los estudiantes adquieren plastico
PVC.

Por tanto, los resultados de este analisis permitieron conocer los habitos de
consumo de material plastico de la comunidad universitaria (ANEXO 1), dado que

la gran mayoria de los comestibles suelen ser empacados en plastico (Tood, 2003).

Es de interés identificar el contacto que la poblacion estudiantil tiene con materiales
plasticos, dado que se hareportado que estudiantes en Changsha, China estuvieron
expuestos a MPs primarios a través de la dieta, el aire y agua potable, encontrando
la presencia de este contaminante en el suero sanguineo principalmente, asi como

en la orina de estos estudiantes (Song, et al., 2024).
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Siendo de especial interés el material PVC, debido a su potencial contenido de
aditivos ftalatos. Dado que se ha reportado por Garcia, et al., (2018) que
encontraron la presencia de diversos ftalatos en 23 articulos de la canasta basica

mexicana.

A la postre, este analisis desembocé en la seleccion de pelicula plastica como

material de estudio para el presente trabajo.

8.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL MATERIAL PLASTICO PVC

8.2.1 Identificacion del tipo de material plastico mediante FTIR
La muestra plastica se adquirio del comercio informal ubicado en la Central de

Abastos de la ciudad de Puebla, fue una pelicula plastica para envolver alimentos
(Muestra A).

La muestra se analiz6 mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) en un equipo Spectrum One, Perkin ElImer. Basandose en el analisis
establecido por Xu et al. (2022), se observo que el espectro infrarrojo obtenido,
Figura 6, presentd picos caracteristicos del polimero PVC correspondientes a las
longitudes de onda de 2957.26, 2928.04, 1429.58, 1379.10, 1331.80, 1251.78,
960.68, 835.88 y 693.70 nm.
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Figura 6. Comparacion entre los espectros infrarrojos de la muestra plastica y la literatura.
A) espectro infrarrojo de pelicula plastica obtenida de comercio informal. B) espectro
infrarrojo caracteristico de PVC reportada por Coltro et al., 2013.

En adicién al incremento en el nUmero de sefales caracteristicas, se compararon
las bandas obtenidas de la muestra analizada con el espectro infrarrojo reportado
por Coltro et al., (2013) para plasticos PVC que contienen diferentes aditivos, de tal
comparacion, apreciable en la Figura 6, es posible observar que el espectro de la
pelicula plastica se equipara al espectro referido, mismo que contiene bandas
caracteristicas de PVC y aditivos tales como ESBO vy ftalato DEHT (Coltro, Pitta y
Madaleno, 2013).

8.2.2 Identificacion de la presencia de aditivos en el material plastico
comercial estudiado

Continuando con el proceso de caracterizacion, la pelicula plastica PVC fue
analizada por cromatografia de gases y espectrometria de masas por el método
estandarizado CPSC-CH-C1001-09.3 Standard Operating Procedure for
Determination of Phthalates y, el contenido de total de ftalatos, fue comparado con
los valores permitidos que indica el Reglamento de Registro, Evaluacion,
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Autorizacion y Restriccion de sustancias quimicas (REACH) Europeo en el ANEXO
XVII, entrada 51, Restriccion de ftalatos, principalmente: bis-2-etilhexil ftalato
(DEHP), dibutilftalato (DBP), benzil butil ftalato (BBP) y di-isobutil ftalato (DIBP), en
todos los productos destinados al consumo por infantes o menores de edad. De
igual manera, prohibe dichos ftalatos en todo producto que contenga materiales
plasticos, incluyendo aquellos usados en exteriores o con constante contacto con la
piel. Asi, la cantidad de ftalatos presentes en un producto de consumo debe ser

menor al 0.1% en comparacién al peso del material plastico.

De lo anterior, la muestra fue examinada para ftalatos BBP, DBP, DEHP vy di-etil-

ftalato DEP. Los resultados se aprecian en la Tabla 2.

Se aprecia que la muestra plastica de PVC solo presentd contenido del ftalato
DEHP. A pesar de que el porcentaje de contenido de ftalato se encuentre dentro del
rango de la norma impuesta por REACH EU, se destaca su toxicidad, dado que su
presencia en sangre humana esta relacionada con Trastorno de Depresion Mayor
(Segovia Mendoza et al., 2022).

Tabla 2. Resultados obtenidos del analisis por GC-MS en busca de ftalatos en la muestra
plastica PVC y en la suspension obtenida de MNPs.

Ftalatos
Muestra BBP DBP DEHP DEP
Suspension
0.00 0.00 0.00 0.00
de MNPs
Pelicula
o 0.00 0.00 0.08% 0.00
plastica PVC

Nota. Los valores obtenidos fueron comparados con el ANEXO XVII del reglamento de la Unién
Europea. Los ftalatos analizados fueron aquellos que regulados por el ANEXO XVII; Butil-benzil-
ftalato (BBP), Di-n-butil-ftalato (DBP), Di-2-etilhexil-ftalato (DEHP) y Di-n-butil-ftalato (DEP). Los
compuestos se reportaron en porcentaje (m/m).
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En el caso del modelo de estudio, Daphnia magna, estudios recientes advierten que
concentraciones en el rango de los 811 ug/L de DEHP disminuyen la supervivencia,
reproduccion y respuestas bioquimicas (Le et al., 2019). No obstante, sera
necesario continuar estudiando el efecto toxicolégico causado por la exposicion a

suspension de MNPs sobre los modelos animales.

8.2.3 Caracterizaciéon de la formay distribucién del tamafio de las
particulas plasticas de PVC

Posterior a los estudios de caracterizacion, se procedié a la obtencién de la
suspension de MNPs para los subsecuentes ensayos de toxicidad, misma que fue
analizada por dispersion de luz dinamica a fin de establecer que, la turbidez de la
suspension es debida a la presencia de particulas plasticas de PVC (Kogel et al.,
2019). Lo mencionado en apego al tercer objetivo especifico de la presente

investigacion.

La Figura 8 muestra los resultados por DLS, se advierte que la turbidez de la
suspensién es debida a la presencia de particulas de PVC, para un valor de 116
NTU, se aprecia que el 98.1% de la muestra se caracteriza por un tamafo de

particula de 82.4 nm, el 1.9% restante oscila entre 5.247 micras.
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Figura 8. Tamafio de particulas detectadas en suspension, en relacion con la intensidad de
lectura.

Estudios recientes han permitido identificar la presencia de microparticulas de 5y
10 um en placentas humanas (Ragusa et al., 2021). Estos antecedentes sugieren
que las particulas plasticas presentes en la suspension podrian traspasar tejidos del
cuerpo humano, de ahi la importancia de evaluar su toxicidad en diversos modelos
de relevancia ambiental como es el caso de Daphnia magna, la cual se alimenta a
través de filtracion, por lo que es capaz de ingerir particulas desde los 200 nm hasta
las 80 um (Sadler et al., 2019). Las nanoparticulas presentes en la suspension son
susceptibles de ser ingeridas, no obstante, la mortalidad y adaptabilidad de la

poblacién de estos organismos dependera de la concentracion efectiva media.
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8.3 EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE LAS MNPS DE PVC EN LOS
MODELOS ACUATICO Y TERRESTRE

8.3.1 Evaluacion de efectos adversos de MNPs de PVC en D. magna

8.3.1.1 Evaluacion de la toxicidad aguday crénica de MNPs en el
desarrollo poblacional de D. magna

La respuesta que el modelo animal Daphnia magna tiene hacia concentraciones
determinadas de ciertas sustancias, permite medir la toxicidad en relacién con el

porcentaje de supervivencia de una poblaciéon sometida a un estresor.

Tomando como base las condiciones dictadas en la Norma Mexicana NMX-AA-087-
SCFI-2010, se realizaron pruebas presuntivas por triplicado con neonatos de 24 h
de nacidos. Asi pues, la ECso estimada a las 48 horas fue de 7 mg/mL, si bien en la
literatura se han reportado diferentes valores de CEsp para PVC en el modelo D.
magna, la concentracion aqui obtenida, coincide con la reportada por Eltemsah y
Bghn (2019).

Posteriormente, las poblaciones fueron expuestas a concentraciones inferiores a la
ECso: 0.20 mg/mL, 0.04 mg/mL y 0.02 mg/mL por un periodo de veinte dias con
conteo manual y recambio de medio cada tercer dia a fin de encontrar una
concentracion subletal adecuada para el subsecuente ensayo cronico. Los
resultados mostraron impactos en la dinamica poblacional de los daphnidos,
especialmente a una concentracién de 0.04 mg/mL, misma que fue seleccionada
para los subsecuentes ensayos cronicos, tanto en D. magna como en rata cepa
Wistar.

El cuarto objetivo apremia a la evaluacion de los efectos toxicos créonicos de MNPs
sobre en los modelos animales, D. magna y rata cepa Wistar, mediante

biomonitoreo.
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Figura 9. Parametros de historia de vida de D. magna monitoreados durante 21 dias. Las
cajas de color rojo representan el grupo control y las de color anaranjado el grupo expuesto
a 0.04 mg/mL. A) Primera reproduccién (dias), B) Reproduccion Total, C) Fertilidad, D)
Supervivencia (%). Los valores son medias + desviacion estandar. Las distintas letras
indican diferencias significativas (p <0.05).

En el caso de Daphnia, las pruebas se efectuaron por un periodo de 20 dias. La
Figura 9 destaca los efectos de MNPs en parametros de historia de vida. En el caso
de la reproduccion, se vislumbré un retraso significativo en el primer evento
reproductivo (p < 0.05) respecto al grupo control; la reproduccion total, namero total
de nacimientos en 20 dias, también se vio disminuido en un 86%, ello mismo
coincide con la disminucion de la fertilidad observada en los ensayos. Asi pues, el
namero promedio de neonatos por hembra gravida a lo largo del estudio también se
vio reducido (p < 0.05). Estos resultados se equiparan a lo reportado por
Zimmerman et al. (2020) quienes advierten que microparticulas de PVC inducen
alteraciones en la reproduccion de daphnidos, lo que disminuye el nimero de
neonatos de 101 a 34 a concentraciones de 100 mg/L y O neonatos a una
concentracion de 500 mg/L.
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Los efectos descritos en la reproduccién pueden ser confirmados por medio del
empleo de biomarcadores, como la actividad enzimatica de quitinasa. Lo
mencionado como cumplimiento del cuarto objetivo especifico del presente trabajo.
Asi pues, la actividad de esta enzima se relaciond con los eventos reproductivos de
una comunidad de daphnidos a partir del proceso de muda. Los resultados se
observan en la Figura 10, como 4-nitrofenol liberado del sustrato (pumol) durante la

reaccion por proteina (mg) por tiempo (50 min).

La tendencia en el comportamiento del biomarcador deja ver su relacién con los
eventos reproductivos a los 10, 15 y 20 dias, principalmente en el grupo control
cuyos aumentos en la actividad de quitinasa coinciden con aumentos en el nimero
de neonatos liberados. Analogamente, se distinguen afecciones en la actividad
reproductiva del grupo expuesto a MNPs, que coinciden con lo descrito en el analisis
poblacion, por tanto, se aprecia una disminucion significativa respecto al control en

la actividad enzimaética.
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Figura 10. Comportamiento de la actividad enzimatica de quitinasa. Las letras representan
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Esta disminucion respecto al grupo control pueden deberse a una disminucion
energética general, puesto que, la exposicion a microplasticos, afecta el
comportamiento alimenticio de Daphnia, dado que estos no pueden distinguir
microplasticos de tamafio similar al de su alimento (Pan et al., 2022); esto mismo
reduce el almacenamiento de energia de carbohidratos y proteinas, lo que
compromete el balance energético, de tal que, los procesos reproductivos y de
crecimiento, se ven mermados en pos del consumo de energia destinada a la

supervivencia (Zhang et al., 2023).

De lo anterior, se reconoce que los MNPs impactan en el proceso de muda de D.
magna, lo que hace de la actividad enzimética de quitinasa un buen biomarcador de

respuesta ante tales estresores.
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Figura 11. Tasa finita de crecimiento poblacional de D.magna dependiente de la

concentracion de MNPs después 20 dias de observacion.

De igual forma, se atisba una disminucion en la supervivencia de la poblacion,
alrededor del 13%, respecto al control (p < 0.05). Estos resultados se ven
respaldados por el comportamiento de la tasa finita de crecimiento poblacional
(PGR), la cual presenta valores negativos al inicio del estudio (p < 0.05), debido a
que la tasa de mortalidad excedio la tasa de natalidad, Figura 11. Lo anterior es
comparable con el caso de estudio presentado por Martins y Guilhermino, (2018),
donde Daphnias adultas fueron expuestas a MPs y presentaron muertes tempranas
a los cuatro dias de prueba, lo que mas adelante conllevé a la extincion total de la

poblacion.
8.3.1.2 Evaluacién de alteraciones sobre parametros fisiolégicos en D.

magna: Ritmo cardiaco y toracico
Continuando con el cumplimiento del cuarto objetivo, se evalud la tendencia del

ritmo cardiaco y toracico en daphnidos expuestos a las MNPs de PVC a los 10, 15
y 20, mas un grupo control; los individuos fueron seleccionados al azar. Tal

comportamiento es apreciable en las Figura 12 y 13 respectivamente.
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Durante un minuto, se registraron los datos correspondientes al ritmo cardiaco y
movimientos de garra toracica, en el grupo control y en individuos del grupo
expuesto a MNPs durante 10, 15y 20 dias, basandose en la metodologia propuesta
por Bownik, 2017.

== 0 mg MNPs/mL
100 =B 0.04 mg MNPs/mL

Frecuencia cardiaca
(total de movimientos/min
N
o
(=]

10 15 20
dias

Figura 12. Ritmo cardiaco registrado para los grupos experimental y control, a los 10, 15y
20 dias.

Pagina | 42



350

N N w
o (¢} o
o o o

-
(o))
o

100

Frecuencia Toracica
(total de movimientos /min)

== 0 mg MNPs/mL
0.04 mg MNPs/mL

[¢)]
o

10 15 20
dias

Figura 13. Movimientos de garra toracica registrados para los grupos experimental y
control, a los 10, 15y 20 dias.

Los parametros fisiologicos del grupo expuesto durante 10 dias varian visiblemente
con los del grupo control. Observando que los MNPs de PVC provocaron una
disminucién tanto del ritmo cardiaco de un 82.4%, como del movimiento de apéndice
tordcico en un 29.7%. Los datos registrados para la exposicibn a 10 dias
presentaron una diferencia promedio de 173.2 latidos para ritmo cardiaco y 107.8

movimientos de garra toracica para frecuencia toracica.

En el trabajo de Xu et al., (2020) se reportd disminucion en el ritmo cardiaco y
movimiento de garra toracica en D.magna al ser expuesta a NPs de poliestireno en
una concentracion de 50 mg/L. Esta concentracién es mayor que la presentada en
este estudio (40 mg/L), evidenciando el efecto negativo que los MNPs de PVC
pueden tener sobre el modelo animal acuético; cabe sefialar que el tipo de polimero
del que esta compuesto un MP o NP es un factor de toxicidad que puede determinar

el grado de dafio en individuos expuestos (Kogel, 2019).

A los 15 dias de exposicion se aprecia una disminucién del 18.32% en el ritmo
cardiaco de los individuos en el grupo expuesto, en comparacién con el grupo

control, y un aumento en los movimientos de garra toracica en un 31.46%.

Péagina | 43



El incremento del ritmo cardiaco en Daphnia magna esta relacionado con consumo
de energia, por lo tanto, activacion de los metabolismos implicados y una sefial de
estrés en el individuo. Ademas, cambio en el ritmo del apéndice toracico puede ser
un indicativo de cambio en el consumo alimenticio, lo que puede afectar el
desempefio energético (Rosenkranz 2010), como se aprecié en los resultados de
20 dias de exposicion.

A los 20 dias el ritmo cardiaco del grupo expuesto aumenta un 20.7% mas que el
control, mientras que el movimiento de garra toracica disminuye en un 27.5% en

comparacion al control.

Las afectaciones observadas en los sujetos de estudio indican efectos adversos en
la salud de los individuos. Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados
por Wang et al., (2022) quienes identificaron que la exposicidon a MPs reduce de
manera significativa el ritmo cardiaco, asi como la supervivencia. Asi mismo,

demostraron que los MPs se acumulan en el intestino de D.magna.

8.3.1.3 Modelacion matematica de la dinamica poblacional de D.

magna

En un inicio para modelar el comportamiento del crecimiento poblacional en Daphnia
magna, tanto del grupo expuesto como del grupo control, se considero la funcion
Gompertz. La cual es una ecuacién que describe la evolucion temporal de la
poblacion de una especie, basada en un crecimiento logistico. Este enfoque es
comunmente utilizado cuando se asume que el crecimiento de la poblacion esta
limitado por factores ambientales, como capacidad de carga (Dawed, Koya y Goshu,
2014).

Sin embargo, en el caso del comportamiento del grupo expuesto a MNPs se pudo
observar una falta de ajuste significativa a la funcién. Por lo que fue necesario
modificar un modelo logistico, compuesto por una curva sigmoidal y parametros de
la funcion (Ecuacion 2) para describir apropiadamente la dinAmica poblacional en

ambos grupos; a través del software RStudio (Figura 14).
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Ecuacion 2. Funcién logistica modificada. Donde A representa la capacidad de carga del
sistema, B el nimero de neonatos por hembra gravida, C la pendiente de crecimiento

poblacional y D condicion inicial de la reproduccion.
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Figura 14. Ajuste de la funcion logistica modificada (Anaranjado), junto con la funcion de
Gompertz (Grisaceo), al comportamiento observado del grupo expuesto (Azulado). Se
incrementaron los dias teéricos de experimentacion de 21 a 40 dias para predecir mejor el
comportamiento de la curva.

Asi mismo, se determinaron los parametros A, B, C y D a través del método de
optimizacién de los softwares Excel y RStudio. Obteniendo subsecuentemente

valores que reflejaron la dinamica poblacional en ambos grupos (Tabla 3).
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Tabla 3. Valores obtenidos de la optimizacion de los pardmetros poblacionales de los
grupos control y expuesto.

Variable Control Expuesto Definicién
A 104.052467 32.1532 Carga del sistema
B 17.3567488 0.8457 Neonatos por
hembra
C 173.53439 24.2839 Pendiente
D 28.4457519 18.4949 Condicién inicial

De acuerdo con los valores obtenidos en la anterior Tabla 3, el modelo matematico
predice que una exposicion cronica a MNPs-PVC puede resultar en que el sistema
no pueda soportar un numero de individuos mayor a 32 daphnidos. A diferencia del

grupo control donde el sistema podria conformarse por hasta 104 individuos.

En el caso del parametro B se reflejé que en el grupo control cada hembra gravida
puede tener hasta 17 neonatos durante un periodo de 40 dias. Mientras que en el
grupo expuesto solo se tendria 1 solo neonato por hembra, o que concuerda con
los parametros de historia de vida registrado en la Figura 9C vy refleja que en un

periodo de exposicion prolongado la reproduccion podria no mejorar.

Los valores resultantes de la optimizacién evidencian el impacto negativo sobre los
parametros poblacionales puede provocar la exposicion crénica a MNPs de PVC,

en el modelo acuatico Daphnia magna.

Los parametros de error estimado, valor t y P fueron obtenidos, observando que los
valores de P fueron menores a 0.05. Lo que los vuelve estadisticamente
significativos y denota que el modelo opera con un nivel de confianza del 95% (Tabla
4).
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Tabla 4. Datos obtenidos de la modelacion del comportamiento del grupo expuesto en el
programa RStudio.

Parametros

Variables Estimado Error Std. Valor t Pr(>|t|)
A 32.1532 1.5497 20.748 5.43e-13 ***
B 0.8457 0.2079 4.068 0.000894 ***
C 24.2839 5.9440 4.085 0.000862 ***
D 18.4949 0.7131 25.935 1.69e-14 **+

Finalmente, el modelo matematico realizé una prediccion sobre el nUmero maximo
y minimo de individuos presentes en el grupo expuesto, en un periodo prolongado
(40 dias), basandose en la capacidad de carga del sistema, como se observa en la
Figura 15y la Tabla 5.
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Figura 15. Ajuste de la funcion logistica modificada para el grupo expuesto
(azulado) y, valores maximos y minimos predichos por el modelo matematico.

Tabla 5. Datos obtenidos de la modelacion del comportamiento de los datos.

t ajuste min Max

1 18.49488 13.01738 23.97238
2 18.49488 13.01738 23.97238
3-8 18.49488 13.01738 23.97238
9 18.49648 13.0196 23.97337
10 18.50357 13.02883 23.97832
11 18.542 13.075 24.009
12 18.74895 13.28763 24.21027
13 19.82713 14.11672 25.53754
14 24.60442 17.80961 31.39922
15 36.50317 29.7028 43.30354
16 46.58286 40.15337 53.01236
17 49.81286 44.02491 55.60081
18 50.49083 44.60749 56.37416
19 50.61896 44.66826 56.56967
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8.3.1.4 Analisis histoldégico en D. magha

La exposicién aguda (48 horas) a microplasticos mostré una alteracién ligera en la
morfologia del intestino medio de Daphnia magna (Figura 16. la y b, 2a y b),
evidenciada por una ligera reduccion en el grosor de este tejido en comparacioén con
el grupo control, aunque sin diferencias significativas (p > 0.05) (Figura 17). No se
observaron signos de que el organismo buscara compensar factores de estrés,
tipicos frente a la toxicidad, como la secrecion de mucosidad o la renovacion celular
de enterocitos. La ausencia de secrecion de mucus podria implicar una incapacidad
de los tejidos para activar mecanismos protectores que minimicen el dafio causado
(Song et al., 2024). Asimismo, la falta de multiplicacion de los enterocitos sugiere
una limitada respuesta regenerativa del epitelio intestinal, en este periodo de
exposicion aguda, lo cual podria comprometer la funcionalidad del intestino en

exposiciones cronicas (Choi y Augenlicht, 2024).
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Figura 16. Cortes histoldgicos del intestino medio de D. magna expuestos a microplasticos.
1a) Intestino de grupo control observado a 10x. 1b) Grupo de exposicion aguda a MNPs,
intestino a 10x. 1c) Grupo expuesto durante 10 dias a MNPs, intestino a 10x. 2a) Intestino
de grupo control a 40x. 2b) Grupo de exposicion aguda a MNPs, intestino a 40x. 2¢) Grupo
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expuesto durante 10 dias de exposicién a microplasticos, intestino a 40x. Las flechas rojas
indican microplasticos.

165 ~

160 -
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Ancho del intestino (um)

150 A

m Control
m Exposicion aguda a microplasticos
m 10 dias de exposicién a microplasticos

Figura 17. Medidas que correspondientes al grosor (um) de intestino medio de D. magna,
en grupos control, expuesto a toxicidad aguda y cronica de MNPs. Diferencias significativas
sefaladas por letras (Anova P > 0.05).

La exposicion aguda y cronica a MNPs en Daphnia magna ocasion6 modificaciones
en la morfologia del intestino medio. En la Figura 18, se observa una reduccion
marcada en el grosor de la pared intestinal tras la exposicion aguda, con una
disminucién acentuada después de 10 dias de exposicién cronica (p < 0.05). Estos
cambios podrian reflejar un adelgazamiento en el tejido intestinal, debido al estrés

causado por exposicion a MNPs.

En la Figura 19, se observd una reduccion significativa en la longitud de las
microvellosidades intestinales en el grupo expuesto durante 24 horas, en
comparacion con el control (p < 0.05). Se ha reportado, que organismos tratados
con microplasticos experimentan necrosis celular, con la consecuente pérdida de
microvellosidades y desintegracién completa de uniones estrechas (Shaoyong et
al., 2024).

Sin embargo, tras 10 dias de exposicion, la longitud de las microvellosidades se

recuper6 parcialmente, alcanzando valores similares a los del grupo control. Este
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hallazgo sugiere una posible respuesta adaptativa del epitelio intestinal a la
exposicion prolongada (Gambino et al., 2020). A pesar de estas alteraciones
estructurales (Figura 20), los enterocitos conservaron su morfologia tipica cuboidea
a lo largo de todas las condiciones experimentales, lo que indica que, aunque la
funcionalidad del epitelio puede estar comprometida, no se observé una pérdida

significativa de integridad celular.

En conjunto, los datos reflejan el impacto de la toxicidad por microplasticos,
especialmente en la arquitectura de las microvellosidades, cuya reduccion podria
afectar la capacidad de absorcion de nutrientes y la homeostasis intestinal de D.

magna (Gambino et al., 2020).
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Figura 18. Grosor de pared intestinal de D. magna expuesta a toxicidad aguda y crénica de

MNPs. Diferencias significativas sefialadas por letras (Anova P < 0.05).
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Figura 19. Longitud (um) de las microvellosidades de la pared intestinal de D. magna
expuesta a toxicidad aguda y crénica de MNPs. Diferencias significativas sefialadas por
letras (Anova P < 0.05).
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Control microplasticos a microplasticos
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Figura 20. Cambios histologicos en la pared intestinal de D. magna expuestos a
microplasticos. a) Intestino del control visto a 100x. b) Exposicién aguda a microplasticos,
intestino visto a 100x. 1c) 10 dias de exposicidn a microplasticos, intestino visto a 100x. Las
flechas moradas indican las microvellosidades.

8.3.1.5 Alteraciones del perfil metabolomico inducidas por la presencia
de MNPs de PVC en D. magna
Un grupo correspondiente al control y otro correspondiendo a individuos expuestos
a MNPs fueron recolectados, donde en cada grupo se tenian cuarenta Daphnidos
de 10 dias de edad. Los individuos fueron lavados con solucion isoténica Hartmann,

seguido de esto se retird toda el agua y se agregaron 200 uL de una mezcla de
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agua isotonica con sal sodica de acido-d4 de 3- (trimetilsilil)propiénico (TSP). El
tejido fue homogeneizado durante 2 minutos y posteriormente, el homogenado fue
centrifugado a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C. Se recolectaron 200 pL del
sobrenadante y junto con 250 pL de Buffer de fosfatos se transfirieron a un tubo
RMN de 5 mm (Deng, et al., 2020).

Las muestras fueron analizadas en un equipo Bruker AV500 (Bruker Co., Germany)
a 298 K, obteniendo espectros de *H-NMR.

En total fueron detectados once metabolitos, de los cuales ocho se consideraron

representativos para el grupo control y siete para el grupo expuesto (ANEXO 2).

Control Daphnia.10.fid
1

0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0 B
f1 (ppm)

Figura 21. Perfiles metabolémicos detectado en D.magna, ex vivo, RMN *H (500 mHz). El

espectro de color rojo representa los metabolitos detectados para el grupo control, mientras
gue el espectro de color azulado representa los metabolitos en el grupo expuesto a MNPs.
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Basandose en los resultados contemplados en la Figura 21, a continuacion, se

profundizara en los resultados que se consideraron de interés para la investigacion.

Treonina Etanol

R (pem)

Figura 22. Sefales detectadas para treonina (sefialado con anaranjado), en los grupos
control (rojo) y expuesto (azulado), en un desplazamiento quimico de 1.33 ppm. Y una sefial
correspondiente a etanol (sefialado con verde), en 1.18 ppm, para el grupo expuesto
(BMRB, 2016).

En la anterior figura 22, se observa que la sefial correspondiente al grupo expuesto
(roja) fue detectada con mayor intensidad que la del grupo control (azulada). Esto
se debe a que la treonina se encontraba en una mayor cantidad en el homogenado

del grupo expuesto.

La treonina es un aminoacido indispensable para el organismo, tiene efectos
mediaticos vitales en la sintesis proteica, metabolismo enérgico y absorcion de
nutrientes. Asi mismo se le ha asociado como un promotor del crecimiento, salud

intestinal y sistema inmune (Canfield y Bradshaw, 2019).

Cuando el tracto intestinal se encuentra inflamado, la treonina ayuda a regular la
diferenciacion celular del sistema inmune, por lo que un exceso de este animnoacido
como se contempla en los resultados puede reducir el &rea de las microvellosidades
intestinales e incrementar el rango de apoptosis en células del epitelio intestinal
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(Tang, et al., 2021). Los resultados podrian indicar que tanto la salud intestinal como

el metabolismo energético podrian verse comprometidos.

Figura 23. Sefales detectadas para acido glutdmico, en los grupos control (rojo) y expuesto
(azulado), en un desplazamiento quimico de 2.2 ppm (BMRB, 2016).

Como se contempla en la Figura 23, se detectaron sefiales asignadas al acido
glutdmico, en un desplazamiento quimico de 2.2 ppm, tanto para el grupo control
como el expuesto a MNPs. No obstante, se observa que la sefal detectada en el

grupo expuesto tiene mayor intensidad que la del control.

El acido glutamico es un aminoacido excitador principal del sistema nervioso, se le
ha sefialado como biomarcador metabdlico de enfermedades cardiacas. Por lo que,
tomando en cuenta los pardmetros fisiol6gicos registrados a los 10 dias de
exposicion, podria relacionarse la intensidad de la sefial del acido glutamico con la
disminucién del ritmo cardiaco registrado, evidenciando las afectaciones al

bienestar del individuo.

Se ha identificado como el inhibidor mas potente de la sintesis de glutation, por lo

gue glutamato circulante puede alterar la estabilidad redox de células y tejidos
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(Vaarhorst, et al., 2014). Dado lo anterior la alta intensidad de la sefial de acido
glutdmico también, podria considerarse como un biomarcador de posibles dafios en

el tejido de las paredes celulares.

Se ha reportado que en Daphnia pulex, receptores de glutamato como el NMRD
(receptor N-metil-D-aspartato) son capaces de unir glutamato para ejercer su efecto
en el sistema nervioso. Estan involucrados en comportamientos complejos como
memoria y aprendizaje, en la funcion reproductiva y la transduccion sensorial ante

el estimulo del medio ambiente de invertebrados (Camp, et al., 2020).

Como se puede observar en la Figura 22, también se detecto la presencia de etanol
en el homogenado correspondiente al grupo expuesto. NMRD también es capaz de
unir etanol, actuando como un modulador inhibitorio de su funcion, lo que podria
explicar su importante presencia en el homogenado de daphnidos tratados
previamente con MNPs. Asi también, la presencia destacada de glutamato se podria
relacionar con la posible activacién excesiva de estos canales, lo que podria
involucrar la activacion de la degradacion neuronal, ya que este receptor es un
fuerte candidato como sensor neuronal en la regulacion de procesos endocrinos
(Traynelis, et al., 2010; Wirkner, et al., 1999; Wirkner, et al., 2000; Woodward, 1999).

La RMN para el estudio de la ecotoxicogendmica en D.magna se ha mostrado como
una herramienta Util para la visualizacién y andlisis de las afectaciones que la
exposicibn a MNPs puede causar, ampliando el panorama sobre los potenciales

mecanismos de afectaciones toxicoldgicas.

8.3.2 Evaluacioén de efectos adversos de MNPs de PVC en Rattus
norvegicus cepa Wistar

8.3.2.1 Efecto en el peso de ratas cepa Wistar ocasionados por la
exposicion a MNPs de PVC
Los individuos fueron divididos en dos grupos, tratamiento (0.04 mg MNPs/mL) y
control (0 mg MNPs/mL) dispuestos en 3 contenedores, a fin de evitar factores por

demas estresantes en los organismos. La exposicion se prolongd por un periodo de
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7 dias, los individuos fueron pesados y observados diariamente. En la Figura 24, se

observan diferencias entre los pesos registrados para ambos grupos.
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Figura 24. Peso de ratas expuestas a MNPs por un periodo de 7 dias. Las letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Se aprecian diferencias significativas respecto al control (p < 0.05), a excepcion del
tercer dia. Estudios similares, con exposicion cronica de MNPs en modelos como
rata Wistar o Mus musculus, han reportado pérdidas de peso para los organismos
expuestos; no obstante, la exposicion prolongada, ocasiono disminuciones minimas
respecto al grupo control en los dias 1y 4 (Figura 24) (Deng, et al., 2014; Lu, et al.,
2018; Jin, 2021).

Se sugiere que los MNPs pudieron ocasionar trastornos metabdlicos, dado que
estos tienden a depositarse en la mucosa intestinal, lo que resultaria en alteraciones
en la absorcién de nutrientes y posible acumulacién de grasas (Okamura, et al.,
2023). Ello explicaria los ligeros aumentos de peso (aproximadamente 3%) en

individuos expuestos a MNPs.
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8.3.2.2 Evaluacién de alteraciones inducidas por la presencia de MNPs
de PVC en rata Wistar, mediante tomografia computarizada y RMN
Se obtuvieron imagenes tomograficas del tejido cerebral de rata Wistar, tanto de
individuos del grupo control como del grupo expuesto. En los individuos
correspondientes al grupo expuesto a microplasticos se contemplaron regiones con

calcificaciones cerebrales (Figura 25B).

Figura 25. Tomografia de la seccion coronal préxima al I6bulo frontal de cerebro de ratas
Winstar. A) Grupo control. B) Exposicion cronica de 10 dias con MNPs. La flecha roja
representa el hipocampo izquierdo, la flecha morada el hipocampo derecho y regién en azul
la separacion entre el hipocampo y los cuerpos mamilares.

Aunque no hubo diferencias significativas (p > 0.05) en la separacion entre
hipocampo y cuerpos mamilares (Figuras 25 A y B), se detecto la reduccién en el
area del hipocampo. Por lo que, el area superficial del hipocampo en ambos
hemisferios fue medida con ayuda del software ImagedJ, y se compararon las

mediciones para ambos grupos (Figura 26).

Péagina | 58



Area hipocampo

3.5 - =

I

1.5

mm?2
[ (%]

0.5

Derecho lzquierdo

Control m Expuesto

Figura 26. Gréfica comparativa, entre los grupos control y expuesto, de la medicion del
hipocampo en los hemisferios derecho e izquierdo del cerebro.

Se observo que en promedio el area medida del hipocampo se redujo un 19.12%

en el hemisferio derecho y 36.88% en el izquierdo.

De acuerdo con la informacién recopilada por Zurub et al. (2024), se sugiere que la
exposicion a microplasticos puede afectar el area del hipocampo, especialmente
durante las primeras etapas de desarrollo. Se puede provocar una disminucion de

la proliferacién neuronal en el hipocampo y una neurogénesis alterada.

En modelos que involucran exposicion gestacional, la descendencia exhibio
recuentos reducidos de células madre neurales y anomalias estructurales en el
hipocampo, lo que indica una posible contraccion o retraso en el desarrollo de esta
region del cerebro. Estos cambios en el hipocampo estaban relacionados con
déficits cognitivos, que afectan notablemente a la memoria y los procesos de

aprendizaje, funciones que dependen en gran medida de la salud del hipocampo.

Previamente se ha mencionado en la literatura que la exposicion de ratones a MNPs
de Poliestireno (PS) indicé causar una neurodegeneracion primaria similar al

Parkinson. “Las respuestas observadas en varias células del cerebro se asociaron
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principalmente a un desorden en el metabolismo energético y una disfuncion de la
mitocondria en células cerebrales, acompafiado de una turbulencia inflamatoria”
(Liang, et al. 2022).

Este hallazgo fue complementado con un analisis de espectroscopia por resonancia

magnética nuclear de metabolémica (RMN), como se observa en la Figura 27.

Figura 27. Perfiles metabolémicos detectado en rata Wistar, RMN *H (500 mHz). El
espectro de color rojo representa los metabolitos detectados para el grupo control, mientras
gue el espectro de color azulado representa los metabolitos en el grupo expuesto a MNPs.

Del ensayo, fueron detectados un total 20 metabolitos representativos para el grupo
control y 14 para el grupo expuesto a MNPs (ANEXO 3). En el que se resalta la
ausencia de succinato, glutamina, creatina, asparagina, fosfocreatina y lactato, que
son indicadores de posibles afectaciones al sistema inmune y el metabolismo

energético (Figuras 28 y 29).
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Figura 28. Sefales detectadas para creatina, en los grupos control (rojo) y expuesto
(azulado), en un desplazamiento quimico de 3.04 ppm (BMRB, 2016).

La deficiencia de creatina es un indicador de alteraciones al tejido 0Oseo,
favoreciendo la translocacion de calcio desde los huesos hacia el cerebro, lo que
explica la presencia de las calcificaciones observadas (Liu et al.,, 2023). Estos
resultados sugieren que la exposicion prolongada a microplasticos podria inducir
cambios metabdlicos significativos, comprometiendo tanto la homeostasis 6sea
como la funcion cerebral, con la consiguiente acumulacién anormal de calcio en el

sistema nervioso central.
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Figura 29. Sefales detectadas para &cido glutdmico, en los grupos control (rojo) y
expuesto (azulado), en un desplazamiento quimico de 2.39 ppm (BMRB, 2016).

La escasez de metabolitos, como creatina, succinato y lactato, es indicador de
afecciones en la produccion de energia (ATP) vital para que las proteinas realizan
distintas funciones importantes en el organismo. Indica, ademas, una alteracion en
el metabolismo de aminoacidos, sintesis de proteinas, deficiencias energéticas y en
la incapacidad de manejar un estrés metabdlico. Lo anterior conlleva un inadecuado
funcionamiento del sistema inmune, desarrollo de problemas neuroldgicos,
desequilibrio en el metabolismo intestinal, leucemia, fallo hepatico y, en el caso de
la ausencia de glutamina, posible desarrollo de células cancerigenas. (Sharon et al.
2014).

Las evidencias presentadas de estrés metabolomico y dafios en el tejido cerebral
demuestran que la exposicion a MNPs de PVC en el modelo animal Rata Wistar

puede acarrear graves consecuencias para la salud de los individuos.

8.3.2.3 Dafio histoldgico de MNPs de PVC en rata cepa Wistar

Respecto al analisis del estbmago de rata, en los cortes histologicos presentados,
se observan diferencias en la morfologia del estémago entre los grupos control y los

expuestos a microplasticos durante 10 dias.
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En el grupo control (Figura 30A), las capas que conforman la estructura gastrica
(mucosa, submucosa y muscular) se encuentran intactas y con una morfologia
caracteristica. Ademas, se visualizan eritrocitos dentro de los vasos sanguineos, lo

que evidencia una vascularizacion normal.

Exposicion crénica de

Control 10 dias a microplasticos

Figura 30. Representacion de cortes histoldgicos del estbmago de rata. a) Corte histolégico
del estbmago de rata control, donde se visualizan las capas que conforman el 6rgano. La
flecha negra sefiala la presencia de eritrocitos. b) Corte histolégico del estbmago de rata
expuesto durante 10 dias a microplasticos, mostrando las capas que conforman el
estomago. Las sefiales rojas indican la presencia de microplasticos.

Por otro lado, en el estbmago de ratas Wistar expuestas a MNPs (Figura 30B), se
identifico la presencia de estos, distribuidos en todas las capas del tejido. Este
hallazgo sugiere que los microplasticos pueden atravesar las barreras gastricas y
penetrar profundamente en la estructura del 6rgano (Zhu et al., 2023).
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Figura 31. Grosor promedio de la capa mucosa del estbmago (Um) en ratas cepa Wistar
control y a exposicidn crdnica a microplasticos durante 10 dias. Diferencias significativas
sefialadas por letras (t de student P > 0.05).

Ademas, se observa una pequefa reduccion en la anchura de la capa mucosa
(Figura 31) (aunque sin diferencias significativas P > 0.05), que constituye la
principal barrera protectora del estobmago frente a agentes externos y que
desempefia un papel crucial en la secrecién de mucus y enzimas digestivas (Herath
et al., 2020). La capa muscular aumenté de tamafio ante la presencia de

microplasticos, pero no significativamente (Figura 32).
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Figura 32. Grosor promedio de la capa muscular del estbmago (um) en ratas cepa Wistar
control y a exposicién cronica a microplasticos durante 10 dias. Diferencias significativas
sefaladas por letras (Mann-Whitney P > 0.05).

Asi mismo, se redujo significativamente la anchura de la capa submucosa (p < 0.05)
(Figura 33). Esta disminucion puede ser indicativa de un proceso de desgaste o

dafo asociado.
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Figura 33. Grosor promedio de la capa submucosa del estdmago (um) en ratas controly a
exposicion crénica a microplasticos durante 10 dias. Diferencias significativas sefialadas
por letras (t de student P < 0.05).
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Es posible la generacién de implicaciones graves para la funcidén gastrica, como una
menor capacidad de defensa (Hagen, 2021), una alteracion en la secrecion y
funcion de enzimas digestivas (Tan et al., 2020), asi como posibles respuestas
inflamatorias cronicas (Wallace, 2008). Incluso, se ha reportado que los
microplasticos podrian predisponer al tejido a lesiones, como Ulceras, y a

disfunciones en el proceso digestivo a largo plazo (Tong et al., 2022).

Sobre los efectos de la exposicion a microplasticos en la morfologia del intestino
grueso de rata, el analisis revela diferencias importantes. En el grupo control (Figura
34A), las capas que conforman el intestino (mucosa, submucosa y muscular)
muestran una estructura organizada y bien definida, con enterocitos intactos, sin
evidencias de alteraciones en la integridad tisular. La presencia de eritrocitos indica

al igual que en estomago la microcirculacién activa.
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Figura 34. Representacién histologica del intestino grueso de rata. A) Corte histologico de
intestino grueso de rata control, donde se observan las capas que conforman el érgano. La
flecha negra sefiala la presencia de eritrocitos. B) Corte histolégico de intestino grueso de
rata expuesta durante 10 dias a microplasticos, mostrando las capas del intestino. La flecha
verde sefala la pérdida de uniones celulares en enterocitos y las manchas transparentes
evidencian la presencia de microplasticos distribuidos en el tejido.
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Por el contrario, el grupo expuesto a microplasticos (Figura 34 B) presenta cambios
notables en la estructura del intestino. Se observan microplasticos distribuidos de
manera generalizada en todas las capas del tejido intestinal, como lo indican las
manchas transparentes. La capa mucosa, mostro alteracion en la morfologia de los
enterocitos, generando células amorfas. Este deterioro compromete la superficie de
absorcion intestinal y podria llevar a deficiencias en la asimilacion de nutrientes

esenciales (Ayala, Frisancho y Chacon, 2004).

Ademas, se identifico una pérdida de uniones celulares entre los enterocitos. Este
dafio en la cohesion celular no solo altera la integridad del epitelio, sino que también
puede facilitar la translocacion de sustancias nocivas hacia las capas mas
profundas, promoviendo inflamacion y dafio sistémico (Ghosh et al., 2021). Por otro
lado, fue notable el aumento en la anchura del intestino (Figura 35), pared intestinal
(Figura 36), y capa mucosa (Figura 37), estas caracteristicas es signo de distension

en el érgano.
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Figura 35. Grosor promedio del intestino grueso (um) en ratas control y a exposicion
cronica a microplasticos durante 10 dias. Diferencias estadisticamente significativas
sefialadas por letras (Mann-Whitney P > 0.05).
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Figura 36. Grosor promedio de la pared intestinal (um) en ratas control y a exposicién
cronica a microplasticos durante 10 dias. Diferencias estadisticamente significativas
sefaladas por letras (t de student P > 0.05).
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Figura 37. Grosor promedio de la capa mucosa del intestino grueso (um) en ratas control y
a exposicion crénica a microplasticos durante 10 dias. Diferencias estadisticamente
significativas sefialadas por letras (t de student P > 0.05).

Estas alteraciones estructurales sugieren que la exposicién a microplasticos no solo
tiene un impacto fisico en la morfologia del intestino, sino que también podria estar

asociada con consecuencias funcionales adversas. Los microplasticos se han
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asociado a cuestiones relacionados con: posible disbiosis del microbioma intestinal
(Sofield, Anderton y Gorecki, 2024), inflamacion crénica (Agrawal et al., 2024) y
estrés oxidativo (Zeng et al., 2024). Este estudio resalta la necesidad de evaluar de
manera integral los efectos de los microplasticos en la salud intestinal y su potencial

impacto en la salud general de los organismos expuestos.

8.4 Comparacion de los modelos animales evaluados

Los modelos estudiados para evaluar la toxicidad de MNPs de PVC, Daphnia magna
y rata Wistar proveen informacion importante para esta investigacion, a través de

diversos aspectos.

Daphnia magna es un bioindicador altamente sensible al medio que lo rodea, dado
su reducido ciclo de vida y alto rendimiento reproductivo. Es un modelo
ecotoxicoldgico ideal para determinar no solo la toxicidad aguda de sustancias
inidentificadas, sino sus afectaciones generacionales y poblacionales (Martins y
Guilhermino, 2018).

Por otro lado, rata Wistar es de los modelos de estudio méas usados en la
investigacion moderna, por lo que existe una amplia base de datos sobre su
comportamiento, habitos, fisiologia y ciclo de vida; asi como su similitud al ser

humano (Hickman, et al., 2016).

Tanto D.magna como rata Wistar presentaron graves afectaciones a la exposicion
a MNPs. Se evidenci6 dafio a la morfologia de las paredes intestinales en ambos
modelos, asi como la deteccion de ausencia de ciertos metabolitos vitales para la
sintesis de proteinas y para el apropiado metabolismo energético.

Se observo el impacto sobre 6rganos de suma importancia para el bienestar de los
organismos, en D.magna se evidencio la alteracion del ritmo cardiaco en exposicion
cronica. Asi mismo fue sustentado por la intensidad de sefial observada para acido

glutdmico en NMR.

En rata Wistar se observd la ausencia de metabolitos esenciales en el grupo

expuesto tales como el glutamato, el succinato y la creatina, denotando alteraciones
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en estructuras 6seas y metabolismo energético; corroborado con tomografias de
tejido cerebral donde se presentaron calcificaciones y una posible reduccion del

hipotadlamo en el hemisferio izquierdo.

La ventaja que Daphnia magna presenta, sin embargo, es su alta tasa de
reproduccion por partenogénesis y adaptabilidad. Siendo su elevada sensibilidad lo
gue lo hace un excelente modelo animal, de gran importancia para la investigacion
biolégica y ambiental. “Por su elevada cantidad de genes en comun con el ser
humano, se busca identificar su papel como un modelo para la salud humana”
(Anaraki, et al., 2020).

Debido a que Daphnia magna se encuentra en la base de la cadena alimenticia se
muestra ideal para evaluar el impacto que un contaminante puede tener sobre la
salud de un ecosistema, lo que la convierte en un biomarcador esencial (Borgatta,
et al., 2015).

IX. CONCLUSIONES

La exposicion a plasticos se identificé para el 50 % de la poblacion estudiantil
encuestada, destacando el consumo de productos envueltos en peliculas plasticas
mas de tres veces por semana, uno de los polimeros de alto consumo fue el

polimero PVC.

El andlisis realizado mediante FTIR, y GC-SM permitié confirmar que la muestra
plastica obtenida de comercio informal se reconoce como policloruro de vinilo
(PVC), la cual contiene el aditivo plastificante ftalato DEHP cuya presencia no

excede los parametros dictados por REACH EU.

La exposicion crénica a MNPs en el organismo modelo D. magna afecté parametros
de historia de vida asociados a reproduccién, morfologia y fisiologia, que repercuten

en la supervivencia de la poblacion.

El modelo matematico logistico modificado, que se ajusté satisfactoriamente a los
datos experimentales predijo que la exposicion de los individuos a MNPs durante

tiempo prolongado podria retrasar severamente el tiempo de reproduccion,
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afectando el tamafio de la poblacion y disminuyendo la capacidad de carga del

sistema.

El analisis metabolémico, en el modelo Daphnia magna mostré que los MNPs
inducen incremento de treonina, lo que sugiere que el metabolismo energético del
organismo Yy la salud intestinal podrian estar comprometidos. El aumento de acido
glutdmico podria ser un bioindicador de alteraciones cardiacas y dafios en la

estructura del tejido celular.

Ratas Wistar expuestas a MNPs mostraron ausencia de creatina, succinato y
lactato, lo que podria generar deficiencias energéticas y descompensacion en el
funcionamiento del organismo. La deficiencia de creatina podria ser un indicador de
alteraciones en tejido 0seo, como las calcificaciones cerebrales identificadas

mediante tomografia computarizada.

El analisis histolégico en ambos modelos reveld alteraciones en la morfologia
intestinal y disminucién en la produccién de mucus. La disminucion de la longitud
de las microvellosidades intestinales en D. magna, y la disminucion del ancho de la
capa submucosa del estbmago en rata podria predisponer al tejido a presentar
lesiones, que comprometan la capacidad de absorcién de nutrientes y defensa

inmunoldgica de la pared intestinal en ambos modelos animales.

Alteraciones de la homeostasis del metabolismo energético en rata, también se
reflejaron mediante la ausencia de los metabolitos: succinato, lactato y creatina,
importantes en la produccién de ATP, por lo que la exposicion a MNPs de PVC en

un periodo prolongado, comprometeria su salud.

Los riesgos toxicos a la exposicion cronica de MNPs de PVC fueron caracterizados
y monitoreados en los modelos animales acuatico y terrestre, D. magna y Rattus
norvegicus, mediante el empleo de biomarcadores sensibles que demostraron
perfiles de alteraciones bioquimicas, metabolémicas, histolégicas y reproductivas,
denotando asi el riesgo potencial que estos materiales pueden generar al medio

ambiente.
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XI. ANEXOS

ANEXO 1 - ENCUESTA DESCRIPTIVA

Nivel de estudios actual
86 respuestas

@ Preparatoria/Bachiller
@ Licenciatura
@ Maestria/Doctorado

¢Con cual genero te identificas?
86 respuestas

@ Femenino
@ Masculino

@ Otrx
19,8%

80,2%

Edad

86 respuestas

15
12 (14 %)
10 (1093(10,5 %)
5 4 (4,7 %)
2(2,3 %)
1 (1,20 G216, 20 (D, 215060 2 G 2 (A, 2191, 1 G2 9
0

17 20 21 22 24 26 28 30 32 34 36 44
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Senala en esta escala la frecuencia con la que consumes los siguientes plasticos, siendo el 1

Nunca lo consumo, 2 Casino lo consumo, 3 De vez ... y 5 Siempre.  Empaques de alimento (PS)
86 respuestas

40
36 (41,9 %)
30
26 (30,2 %)
20
16 (18,6 %)

10

0 4(4,7 %) 4 (4,7 %)

1 5

Senala en esta escala la frecuencia con la que consumes los siguientes plasticos, siendo el 1

Nunca lo consumo, 2 Casino lo consumo, 3 Devez e...e y 5 Siempre.  Botellas de bebidas (PET)
86 respuestas

40

30 32 (37,2 %)

24 (27,9 %)

20

TREEED)
10 11 (12,8 %)

5 (5,8 %)
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Senala en esta escala la frecuencia con la que consumes los siguientes plasticos, siendo el 1

Nunca lo consumo, 2 Casi no lo consumo, 3 De ve...5 Siempre.  Platos y vasos desechables (HDPE)
86 respuestas

40

30 32 (37,2 %)

24 (27,9 %)

20

15 (17,4 %)

9 (10,5 %)
6 (7 %)

Senala en esta escala la frecuencia con la que consumes los siguientes plasticos, siendo el 1

Nunca lo consumo, 2 Casino lo consumo, 3 Deveze...re y 5 Siempre.  Bolsas plésticas (LDPE)
86 respuestas

40

37 (43 %)

30

26 (30,2 %)
20

13 (15,1 %)

5 (5,8 %) 5 (5,8 %)
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Senala en esta escala la frecuencia con la que consumes los siguientes plasticos, siendo el 1

Nunca lo consumo, 2 Casino lo consumo, 3 Deveze..e. Ropa, juguetes, cepillos de dientes (Otros)
86 respuestas

40

30 32 (37,2 %)

25 (29,1 %)
20

17 (19,8 %)

10 11 (12,8 %)
1(1,|2 %)

Si comes tortillas, cuando las compras ;Te las entregan envueltas en una pelicula plastica?
86 respuestas

®si
55,8% ® No
¢Usas algun producto que sea hiodegradable?
86 respuestas
®si
® No
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Suponiendo que si consumes biodegradables. ;De qué tipo serian?
69 respuestas

Bolsas

49 (71 %)
Platos y/o vasos 20 (29 %)
Cubiertos (Incluyendo popotes) 17 (24,6 %)
Ropa 17 (24,6 %)
Articulos de higiene personal (... 28 (40,6 %)

Jabon
Jabones

Detergentes

g,Cuéntas veces a la semana consumes agua embotellada? (Sil'l tomar en cuenta garrafones)
86 respuestas

@ Todos los dias

@ Mas de 4 veces por semana
@ 304 veces alasemana

® 102 veces alasemana

@ No consumo agua embotellada

£Qué tan seguido consumes alimentos gue ya vienen empacados? (Exceptuando comida pedida

para llevar). Ej. Botanas, embutidos, dulces, entre otros.
86 respuestas

@ Mas de 4 veces por semana

® 304 veces alasemana

@ 2 veces a la semana

® 1vezalasemana
24,4% @ 2 o3 veces al mes

24,4% I
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¢Qué tan seguido usas magquillaje?
86 respuestas

@ Todos los dias

@® 304 veces a la semana
@ 102 veces ala semana
@ 304 veces al mes

@ No uso maquillaje

Asumiendo que usas madquillaje, ;Cual es el maquillaje que usas con mas frecuencia? (Puedes

seleccionar mas de uno)
59 respuestas

Sombras 10 (16,9 %)

Base o corrector 12 (20,3 %)

Labiales 34 (57,6 %)
Rubor 22 (37,3 %)
Primer 2 (3.4 %)
Rimel 37 (62,7 %)
Polvos 11 (18,6 %)

Glitter o brillos 11 (18,6 %)

;Exfolias tu cara?
86 respuestas

®si
® No

Péagina | 88



Si contestaste si a la anterior pregunta, ;Qué tan seguido lo haces?
42 respuestas

® 304 veces alasemana
@ 2 veces a la semana

@ 1vezalasemana

@ De 1 a3 veces al mes
@ Cada 2 meses

¢Ddénde compras tu tratamiento dermatoldgico?

63 respuestas
@ En la farmacia
® En el super
@ Con mi dermatologx
@ Lo pido por catélogo (Ej. Natura,
Cyzone, entre otros)

@ Lo compro en internet
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ANEXO 2- Tabla de metabolitos detectados en modelo acuatico

Intensidad de

D lazamien - ~
D EPZE N D Sefal sefial

quimico H

Papel

Metabolito o
biolégico

Contr. EXp.

La presencia de
etanol en el
organismo es
Control: poco comun.
No 7 Exceptuando
Expuesto: 7.5x10 0 condiciones
Si como estrés,
inanicion,
enfriamientos,
etc.!
Mediador en
sintesis proteica,
metabolismo
enérgico y
Control: 6.25x1 absorcion de
Si ' o7 7 55107 nutrientes.
Expuesto: ' Asociado como
Si un promotor del
crecimiento, la
salud intestinal y
del sistema
inmune.?
Componente de
mas del 60% del
reservorio libre
Control: de aminoacidos
No 7 a en el plasma
Expuesto: 1.0x10 0 (junto con
Si glutamina).
Regulador de
glucosa en
sangre.®

Etanol 1.18 ()

Treonina 1.133(d)

Alanina 1.48 (d)
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Desplaz

Intensidad de sefal

Metabolito am,'ef‘to Dz Papel biol6gico
quimico magna
1
H Cont. Exp.
Aminoécido esencial,
productor de moléculas
importantes como
) Control: , antioxidantes, otros
Acido Si 7.5x10 ; | aminoacidos, donantes
glutamico 2.2(s) Expuesto 7.5x10 de metilo y fosfolipidos.*
 Sj En crustaceos es usado
como una  reserva
metabdlica durante el
proceso de muda.®
Compuesto intermediario
del metabolismo de
carbohidratos, lipidos vy
proteinas, principalmente
Control: degradacion de glucosa.
o Ao No 7 | Su aumento se ha
Acido piravico 2.39 Expuesto 0 1.5x10 observado como
- Sj indicador de dafio
cronico en exposiciones
prolongadas con toxicos
como mercurio e
insecticidas.®
Acido carboxilico
esencial en el ciclo de
Krebs. Se ha reportado
Control: que téxicos como
o _ Si acetatos
Acido citrico 2.61 Ex i 7.5x107 0 halogenados/acidos
PKI?)S 0 aceticos, incluidos

monofluoroacetato y
trifluoroacetato alteran el
ciclo del acido citrico en
D. magna. ’#®
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Intensidad de
Metabolito Desp!a;amilento Daphnia sefial _Pape}
guimico 'H magna biol6gico
Cont. Exp.
Metabolito
Control: esencial
Si asociado con el
Asparagina 2.97 Expuesto: | 7.5x10’ 0 desarrollo y la
No funcién
apropiada del
cerebro.®
Precursor a la
acetilcolina,
transporta colina
al cerebro. 1°
. Su incremento se
Glicerofosforil- Colzgol. ha relacionado
colina 3.65 E , 0 5.0x107 |con fallas en
Xput_asto. tejido  muscular,
S como falta de
fuerza e
incremento  de
dafio en tejido
muscular.?
Aminoacido
usado por
Control: células
. Si - - | musculares en
Prolina 4.12 () Expuesto: 1.0x10" | 1.5x10 Crusticeos para
Si la
osmorregulacion
12

Nota. Valores obtenidos de Anaraki et al., 2013. * Ostrovsky, 1986; 2 Tang, 2021; * Holecek, 2024; 4
Navik, 2021; ®> Maity, 2012; ¢ De Coen, 2001 piruvato; ” Ksiazek, 2023; & Labine, 2021; °Ruzzo, 2013;
10 parnetti, 2007; 'Taha, 2014; 2 Shinji, 2012.
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ANEXO 3- Tabla de metabolitos detectados en modelo terrestre

, Intensidad de
Desplazami Rattus sefal
Metabolito ento norvegic Papel biolégico
quimico H us
Contr. Exp.
Intermediario del ciclo de
Control: Si Krebs, productor de ATP.
Succinato 2.39 (s) Expuesto: | 1.00x10’ 0 Sefializa respuesta
No inflamatoria en el sistema
inmune.*?
Crecusor e gueoss
q . 7
Glutamina 2.41 (s) Expuesto. 1.50x10 0 células imunoldgicas e
0 intestinales. 3
Fuente instantdnea de
Control: Si energia, ayuda a regenerar
Creatina 3.04 (s) Expuesto: | 0.50x10° 0 ATP y disminuir azGcar en
No sangre. Indicador de
desordenes neurolédgicos.
. ] - ,
Asparagina 3.90 (m) lIflxpuesto. 1.50x10 0 metabolismo de nitrégeno y
0 amonio. °
Producto final de la
glucdlisis anaerobia, fuente
Control: Si de energia para cerebro y
Lactato 4.11 (q) Expuesto: | 2.00x10’ 0 corazén, materia prima
No para glucosa en higado.
Promueve regeneracién
6sea. ©

Nota. Valores obtenidos de Deng, Y., et al. (2017).
Berg, 2007; 2Fernandez, 2021; *Bonet, 2007; “Trentman, 2023; °Pessino, 2024; Benarroch, 2022
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