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RESUM

Els plastics son materials omnipresents a la vida quotidiana moderna. La seva persisténcia al
medi ambient i els possibles efectes adversos sobre la salut humana han generat una creixent
preocupacio a nivell mundial. Els nanoplastics (NPs), una fraccié més petita dels microplastics
(MPs), representen nous desafiaments en termes de deteccid, toxicitat i impacte sobre al salut i
el medi ambient. En particular, I’exposicié oral als NPs és una via important, ja que aquests poden
ser absorbits a I'intesti i arribar a la circulacié sistemica, afectant a diverses cel-lules del sistema
cardiovascular. En aquest treball s’han exposat les cel-lules endotelials vasculars humanes
(HUVEC) i les ceél-lules musculars vasculars humanes (HCASMC) a nanoplastics de poliestiré (NPs-
PS) de 100 nm a diverses concentracions i temps d’exposicio, amb I'objectiu de determinar els
efectes a nivell vascular, en termes de viabilitat i estrés oxidatiu (EO). Els resultats mostren una
activacio notable dels enzims superoxid dismutasa (SOD) i catalasa (CAT), tant a les HUVEC com
a les HCASMC, amb una major activitat a les cél-lules exposades a concentracions més altes (10
pg/ml) de NPs-PS. No obstant, aquesta resposta antioxidant per prevenir la citotoxicitat, no és
suficient en el cas de les HCASMC, ja que s’evidencia un augment de la mortalitat a mesura que
augmenta la concentracid i el temps d’exposicié. En contrast, les HUVEC no mostren indicis de
mortalitat cel-lular després de I’exposicid a NPs-PS. Aquestes troballes destaquen la importancia
de continuar investigant els efectes en la salut cardiovascular i el paper crucial de I'EO en la
citotoxicitat induida pels NPs.

ABSTRACT

Plastics are ubiquitous materials in modern daily life. Their persistence in the environment and
potential adverse effects on human health have generated growing global concern. Nanoplastics
(NPs), a smaller fraction of microplastics (MPs), present new challenges in terms of detection,
toxicity, and impact on health and the environment. Oral exposure to NPs is particularly
important, as they can be absorbed in the intestine and reach systemic circulation, affecting
various cells of the cardiovascular system. In this study, human vascular endothelial cells (HUVEC)
and human vascular smooth muscle cells (HCASMC) were exposed to 100 nm polystyrene
nanoplastics (NPs-PS) at various concentrations and exposure times, with the aim of determining
vascular effects in terms of viability and oxidative stress (OS). The results show notable activation
of the enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in both HUVEC and HCASMC,
with higher activity in cells exposed to higher concentrations (10 ug/ml) of NPs-PS. However, this
antioxidant response to prevent cytotoxicity is insufficient in the case of HCASMC, as evidenced
by an increase in mortality with higher concentrations and longer exposure times. In contrast,
HUVEC show no signs of cell mortality after exposure to NPs-PS. These findings underscore the
importance of continued investigation into the cardiovascular health effects and the crucial role
of OS in the cytotoxicity induced by NPs.
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1. INTRODUCCIO

1.1.  IMPACTE MEDIAMBIENTAL DEL PLASTIC. CONTEXT HISTORIC.

Els plastics son materials d’origen organic i d’elevat pes molecular constituits per un conjunt de
Ilargues cadenes de molecules anomenades polimers i que es produeixen principalment a partir
del petroli i del gas natural. Les propietats d’aquest material son dificils de generalitzar degut al
seu gran ventall, tot i aix0 es podria dir que les més representatives sén: conductivitat eléctrica,

conductivitat termica, resisténcia mecanica, resisténcia quimica, combustibilitat i plasticitat (1).

La classificacio dels plastics es divideix en tres tipologies segons la disposicié en I'espai de les
macromolecules: termoplastics, termoestables i elastomers. Els anomenats en primer lloc, sén
els més comuns, les seves molecules es troben disposades lliurement a |'espai; com a
termoplastics podem trobar: polietile (PE), poliester saturat (PES), poliestiré (PS), polivinils (PV)
i polipropile (PP). Per altra banda, els plastics termoestables presenten les seves molécules en
forma de xarxa de malla tancada, fet que fa que siguin deformables només una vegada, dins
d’aquesta tipologia trobem: fenols, amines, resines de poliéster, resines d’epoxid. Per ultim, les
macromolecules dels elastomers s’ordenen formant una xarxa de malla amb pocs enllagos,
obtenint aixi una gran elasticitat. Dins dels elastomers trobem al cautxu, els neoprens, els

poliuretans i les silicones (1).

La produccié industrial a gran escala de plastics es remunta, aproximadament, a la década de
1950 (2). A partir d’aqui la produccid ha anat en augment fins a obtenir xifres anuals, com ara
368 milions de tones registrades al 2019 a nivell global (3). Els plastics tenen un impacte
substancial en gairebé tots els aspectes de la nostra vida quotidiana incloent-hi la tecnologia, la
medicina i els respectius tractaments (per exemple: envasos per medicaments, implants medics,
xeringues, bosses de transfusio...), i els usos domestics (per exemple: envasos d’aliments,
utensilis de cuina, electrodomestics, joguines...). La majoria de plastic utilitzat, és llencat pels
usuaris després del seu primer Us (3). Aquestes quantitats immenses de residus plastics que es
generen dia rere dia, provoquen una greu contaminacid global, la qual reverteix en un
preocupant problema de salut publica i ambiental. El fet de produir plastici els seus conseqients
residus en excés, genera una balanca que encara trobem totalment descompensada degut a

I'insuficient procés de reciclatge d’aquest material en molts paisos (3). La majoria dels plastics



mostren una notable resisténcia a la seva degradacié i son capacos de persistir en el medi

ambient per centenars d’anys (4).

La situacio empitjora quan es produeix la degradacio dels macroplastics (> 5 mm) ja que dona
lloc a la formacid de petites particules conegudes com a microplastics (MPs) i nanoplastics (NPs).
En les ultimes decades, aquests polimers de mida més reduida estan sent detectats en multiples
ambients, amb una preséncia particularment destacada en els ecosistemes terrestres i aquatics.
La seva facilitat per dispersar-se en diversos ecosistemes ha portat a considerar els MPs i NPs

com a contaminants de creixent preocupacio (5).

1.2.  DESCRIPCIO | PRODUCCIO MUNDIAL DELS MICROPLASTICS |
NANOPLASTICS

Els MPs i NPs son petites particules sintetiques que mesuren < 5 mm (6) i < 0.1 um,
respectivament (7). Aquestes particules les trobem classificades segons si la seva font és d’origen
primari o secundari. Quan parlem de MPs o NPs primaris, ens referim a aquells procedents de
productes fabricats per a una aplicacié industrial, com ara vectors de medicaments, o per a un
Us domestic com és el cas dels productes cosmetics, pastes de dents o productes de neteja, entre
d’altres (8). Per altra banda, els microplastics i nanoplastics (MNPs) secundaris sén aquells que
en un passat formaven part de macroplastics, han patit un procés de descomposicid (per
exemple: radiacié ultraviolada, onades, vent, temperatura...) i conseqiientment han acabat

adoptant un mida més reduida (9).

Aquestes particules de plastic s’han convertit en una preocupacié ambiental de gran rellevancia
en les ultimes décades. S’ha estimat que al 2015 es van generar entre 60-99 milions de tones de
deixalles de MPs a tot el mdn, i s’ha calculat que per a I’'any 2060 podriem estar parlant d’'una
triplicacié d’aquesta xifra, podent arribar als 155-260 milions de tones de residus d’aquest
material a nivell mundial (10). Els polimers que més s’utilitzen per a la fabricacié d’envasos de
plastic i, en conseqliéncia, trobats com a deixalles son el PP, PE, PS, politereftalat d’etilé (PET) i

policlorur de vinil (PVC) (11, 12).

1.3.  ADDITIUS | CO-CONTAMINANTS DELS PLASTICS

Una preocupacié obvia sobre la contaminacid per particules plastiques és si aquesta representa
una amenaca per als ecosistemes i la salut humana. Tanmateix, aixo encara genera una incertesa
considerable. Els efectes nocius sobre els organismes exposats a MPs es poden dividir en dues
categories: efectes fisics i efectes quimics. Els primers estan relacionats amb la mida, la forma i

la concentracié dels MPs, i els segons, estan relacionats amb les substancies quimiques i



perilloses associades als MPs. Els MPs poden contenir dos tipus de substancies quimiques:
additius i mateéries primeres de polimers (com ara monomers o oligomers) originats del plastic, i

substancies quimiques absorbides del medi ambient (13).

Els additius, també anomenats com productes quimics endogens, sén productes quimics afegits
durant el procés de la fabricacié del plastic per donar-li diverses propietats com ara el color, la
transpareéncia, rigidesa, mal-leabilitat i allargar la seva vida util (13, 14). Els additius més utilitzats
en diferents tipus de materials polimerics son: plastificants, retardants de flama, antioxidants,
eliminadors d’acids, estabilitzadors de Ilum i calor, lubricants, pigments, agents antiestatics,
composts lliscants i estabilitzadors térmics (15, 17). Cadascun d’ells juga un paper diferent en les
propietats funcionals finals d’un producte de plastic. Els quimics endogens, gairebé en tots els
casos, no es troben units quimicament als polimers de plastic. Només alguns retardants de flama
es polimeritzen amb les moléecules de plastic, passant a formar part de la cadena polimérica. Tot
i que la seva funcié sigui millorar les propietats dels productes polimerics, la majoria d’ells sén
toxics i el seu potencial per contaminar el medi ambient és alt (15). Es sap que algunes
substancies quimiques endogenes tenen propietats toxicologiques com els ftalats, el bisfenol A
(BFA) el nonifenol (NF) i els retardants de flama bromats (BFR). Per aquesta rad, les taxes de

lixiviacié d’aquests additius dels MPs degradats son motiu de preocupacio per |'ecosistema (14).

Una vegada les microparticules plastiques ingressen al medi ambient, majoritariament
absorbeixen un coctel quimic que inclou, els contaminants organics hidrofobics (COH), com ara
hidrocarburs aromatics policiclics (HAP) i bifenils policlorats (BPC), també els metalls traga i
productes farmaceutics (14, 16). A tots ells se’ls anomena substancies quimiques exogenes, les
quals s’han trobat formant part de I'estructura de MPs recol-lectats de I'ambient (14). Aquests
guimics tenen una major afinitat pel plastic que per I'aigua, per tant, als oceans els MPs seran
un imant de quimics exogens (17). Un gran nombre d’estudis s’han plantejat la possibilitat de
que els MPs actuin com a potencials vectors de quimics exogens (18, 19). De tal manera que se’ls
atribueix la capacitat d’alterar la distribucié ambiental dels contaminants adherits mitjancant el
seu transport. A més, estudis que engloben I'impacte dels vectors, informen que els MPs tenen
el potencial d’alterar les interaccions entre contaminants i la biota, tant a nivell de I’organisme

com a nivell cel-lular (18).

Es de gran importancia mencionar que s’ha demostrat que els MPs sén facilment ingerits per
una amplia gamma d’organismes. Per aquesta rad i per altres vies d’exposicid, és necessari fer

una exhaustiva avaluacid dels riscs dels MPs com a vehicles quimics (18, 19).



1.4. DISTRIBUCIO  MEDIAMBIENTAL  DELS  MICROPLASTICS |
NANOPLASTICS

Els MPs i NPs, tant els tipus primaris com els secundaris, poden arribar als diferents ecosistemes

a través de nombroses vies.

En els ecosistemes terrestres podem trobar els MNPs primaris, els quals sén produits
directament per finalitats industrials especifiques (medicaments, Us domestic, cosmetica...).
Aquesta tipologia de plastics, poden ingressar al terra a través de fonts com ara les plantes de
tractament d’aigua, on els MNPs es podrien dipositar als camps agricoles i contaminar I'aigua
potable (20). S’ha calculat que I'aplicacié de fangs en I’agricultura contribueix a I’addicié anual
d’entre 125 i 850 tones de MPs per milié d’habitants en el sol europeu. A més, segons diversos
estudis, els MPs del sol afecten la presencia de carboni, nitrogen i fosfor, fet que pot modificar
el cicle dels nutrients (21). Les assecadores i rentadores també sén fonts de contaminacio de
fibres de MINPs secundaries, aquestes poden acabar als camps agricoles a través de les plantes
de tractament d’aiglies. Aquestes fibres sintetiques també poden propagar-se al ser
transportades per I'aire des d’abocadors i posteriorment depositar-se als sistemes terrestres i al
sol (22). Els polimers de tipus secundari poden produir-se al terra degut a la degradacid
ambiental de peces de macroplastics, incloent I’abrasié en la superficie del terra per I’accié de la
fauna del terra, com ara cucs, acars, aixi com mamifers excavadors (22). A banda de I'esmentat
anteriorment, també mencionar que el desgast dels pneumatics dels automobils també

contribueix a la contaminacié per MNPs (23).

Les fonts terrestres de MNPs contribueixen en un 80-90% a la contaminacio de plastics de I'aigua.
Productes de plastic com ara bosses, ampolles, articles d’higiene personal, materials de
construccié i roba, acaben la seva vida en medis aquatics (Fig. 1) (23). Les instal-lacions
d’incineracié de plastic, també afavoreixen a aquesta contaminacié des de terra ferma alliberant
cendres que contenen microparticules plastiques (Fig. 2) (24). Les plantes de tractament d’aiglies
residuals i activitats industrials, particularment aquelles que fan Us de granuls i petits pellets de
resina, sén altres fonts d’emissié de MPs en entorns aquatics (23). Cal considerar també als
productes cosmetics i de cura personal com a potencials contaminants, ja que a les seves
composicions pot haver-hi preséncia de MPs (25). Les fibres sintetiques a part de contaminar el

sol, també poden colonitzar el medi aquatic a través d’aiglies residuals. A més a més dels factors



anomenats anteriorment, és important no deixar de banda el paper contaminant plastic derivat

de medicaments i diferents materials emprats per a la construccio (23).

La contaminacié del medi aquatic seria representada en un 10-20% per les fonts de contaminacio
oceaniques. La navegacid i la pesca llencen al mar residus plastics en grans quantitats. S’ha
registrat que anualment s’aboquen als oceans 2.963 km2 de xarxes de pesca, 739.583 km de
palangres i més de 25 milions de trampes (26). A més, una quantitat massiva de residus que
contenen plastics provinents de les indUstries costaneres, com ara les petroquimiques,
s’alliberen als ecosistemes marins (27). Finalment, incloure el turisme maritim com a font

contaminant dels ecosistemes marins (23).

Tot i que la contribucié de les fonts oceaniques a la contaminacié de MPs no és tant alta com la
de les fonts terrestres, segueix sent significant. S’han d’establir estratégies de control per reduir

aquesta contribucid (23).

També existeix evidencia de qué els MPs i NPs es troben en suspensié en I'ambient atmosferic,
fet que potencialment contamina els ecosistemes mitjangant la pluja (28). Anualment, entre 3 i

10 tones de MINPs es dipositen com a conseqiiéncia de la pluja atmosferica (3).

La mida d’aquestes particules és tan reduida que els processos de filtratge i els tractaments de
les aiglies residuals no sén capacos d’extreure aquests polimers. El llarg periode de desintegracio
gue presenten aquests materials, és una de les caracteristiques més preocupants. A part
d’aquestes caracteristiques, els MNPs son excepcionalment lleugers, gairebé indestructibles i

capacos de flotar.

Tenint en compte totes les vies que disposen aquestes particules per passar a formar part dels
ecosistemes i afegint-hi les caracteristiques fisiques que presenten, sén els candidats per

excel-léncia per colonitzar cada racé del planeta Terra (3, 29).

FIGURA 1: Linies de deixalles de plastic incrustades en un riu sec al sud d’Espanya (13).
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1.5.  FONTS D’EXPOSICIO HUMANA A MICROPLASTICS | NANOPLASTICS

La creixent acumulacié de MNPs al medi ambient resulta realment preocupant ja que no només
afecta a la fauna i la flora, siné que també representa un risc significatiu per a la salut humana.
A la seglient seccié s’exploraran les diverses fonts de MNPs a les quals els humans poden estar

exposats.

Gracies a l'evidencia cientifica esta demostrat que els MPs i NPs entren a la cadena alimentaria
de diverses maneres: per contaminacié plastica durant el procés d’elaboracié; pel consum
d’aquestes particules per part dels animals, quan aquests es troben en entorns naturals; i/o

mitjancant el despreniment dels polimers presents en envasos de plastic d’aliments i begudes

(3).

En el cas dels organismes marins, la bioacumulacié de MPs en el tracte digestiu dels peixos no
ha de ser la major preocupacié pels humans, ja que no s’acostuma a consumir. El fet de real
importancia és la bioacumulacié en els crustacis, que s’alimenten per filtracid i es consumeix el
tracte digestiu (21). Fins i tot, gracies a I'estudi realitzat per Karami A. (30) s’ha demostrat que
els MPs també es poden trobar en productes en conserva, en el cas de I’estudi en qlestid, es van

determinar particules de MPs en 4 marques de sardines i espadins enllaunats.

Els aliments que es consideren majors portadors de MNPs i que per tant, més contaminen la

dieta humana sén: sal de taula, bosses de te, menjar d’origen mari, llet i mel (3, 17, 31).

La informacié disponible sobre la contaminacié d’espécies no marines o aquatiques es troba en
menor proporcid que les que pertanyen al medi mari. Tot i aix0, cada vegada sorgeixen noves
investigacions en les que els objectius s’encaminen a I’avaluacié de nous aliments basics com

ara, arros, vinagre, vi, begudes energetiques... (21).
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En I'ambit de la Seguretat Alimentaria s’"ha generat una gran preocupacio envers aquesta situacio
de contaminacié MNPs del medi (6, 17). Actualment, el fet de que certs aliments continguin
aquestes particules ja s’ha identificat com un risc emergent en la Unié Europea. Tot i aix0 encara
no existeix cap legislacid, ni a nivell nacional ni a nivell europeu, que reguli la preséncia d’aquests
contaminants en els aliments. Fins que es disposi d’aquesta legislacié, és crucial que les
empreses agroalimentaries i els governs continuin monitoritzant i gestionant aquest risc, aixi
com promovent practiques sostenibles per reduir la contaminacié deguda als plastics a les fonts

i en la produccié d’aliments (6).

Estudis recents han detectat aquestes particules plastiques en aigua potable de diversos paisos
i en ampolles d’aigua mineral (4). L'origen de MNPs en aigua potable és variat, tot i aix0, una
font important de contaminacié son les plantes de tractament d’aiglies residuals (20, 23) Un
estudi realitzat a Madrid, va concloure s’aboquen 300 milions de residus plastics (25 um - 50
mm) al riu Henares procedents d’una planta de tractament d’aigua d’alta eficiéncia (>90%).
Aquesta fet s’atorga a la gran densitat plastica i la petita mida que adopten els MNPs (32). En
paisos subdesenvolupats, és molt probable que la situacio sigui pitjor segons la OMS (33), xifres
aproximades d’un 67% representen a la poblacié d’aquests paisos que no té a I'abast connexions
a aiglies subterranies. A més, al voltant d’'un 20% de les aiglies residuals domestiques que
desemboquen en les plantes de tractament d’aiglies residuals, no reben ni tan sols un

tractament secundari (20).

Actualment, diferents estudis confirmen que els MNPs es troben presents tant en aigua
procedent de I'aixeta com en aigua embotellada de diversos paisos, com ara Alemanya i la Xina
(34, 35). Un estudi referent a I’'aigua embotellada, va trobar particules de MNPs (5-20 um) en
ampolles de plastic retornables (28-241 particules/L), en ampolles de plastic d’un sol Us (2-44
particules/L) i en ampolles de vidre (0-253 particules/L) (35). Aquest fet mostra que els envasos
de plastic desprenen MNPs que acaben contaminant encara més l’aigua, ja que per si sola ja ve

contaminada per altres fonts.

L’evidéncia cientifica que hi ha fins a dia d’avui no permet extrapolar els resultats sobre la
contaminacio de MNPs a I'aigua potable a escala mundial. Encara no es pot afirmar si el contingut
de MNPs és més elevat al’aigua de |'aixeta o embotellada. Per poder definir un limit de tolerancia
ala contaminacio per plastic a I’'aigua potable, encara es necessiten establir metodes estandards
i de qualitat assegurada per aixi poder obtenir dades comparables. A més a més, es necessita

obtenir més informacio sobre la seva possible absorcid i el desti dels MNPs al cos huma (36).
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L'aire presenta també contaminacié per MNPs, les fonts principals es consideren els téxtils
sintetics, I'erosio dels pneumatics de cautxu sintétic i la pols urbana (28). En un estudi recent de
MNPs en superficies, es va demostrar que les concentracions de MPs i NPs aeris més altes estan
presents en ambients interiors (1,0-60,0 fibres/m?3), que a I'aire lliure (0,3-1,5 fibres/m?3) (28). Els
treballadors de la indUstria poden ser els més afectats per aquestes particules aéries, ja que es
troben exposats a altes concentracions, fet que deriva en malalties professionals. Les industries
amb més risc de patir malalties pulmonars degudes a |'alta exposicid plastica sén les industries
téxtil sintetiques, flocats, i de clorur de vinil o policlorur de vinil. Els autors van suggerir que, la
inhalacid no hauria de ser la principal via d’entrada al cos huma degut a la mida de les particules;
malgrat aix0, van observar una deposicié significativa en forma de pols (190-670 fibres/mg) i van

suggerir la possibilitat d’ingesta oral, particularment en infants (28).

A banda de I'esmentat anteriorment, els productes de salut i bellesa també constitueixen una
font clau d’exposicié. Dins la seva composicid trobem presents les particules plastiques
anomenades microperles, les quals estan patentades des del 1980 (21). Les microperles
s’utilitzen com abrasius en cosmetics inclosos els exfoliants i sabons com ara: gels de dutxa,
protectors solars, escumes d’afaitar, xampus, cremes per la pell i maquillatge liquid. A part dels
productes anomenats anteriorment, també es classifiquen els seglients items com a portadors
de microperles: blanquejadors i colorants pel cabell, locions corporals, productes per la cura dels

Ilavis i les ungles i desodorants (37).

1.6.  VIES D’EXPOSICIO HUMANES A MICROPLASTICS | NANOPLASTICS

Els humans poden incorporar aquestes particules a I’organisme a través de la ingesta, la inhalacié

i I'exposicio dermica.
1.6.1. EXPOSICIO PER VIA ORAL

Una de les principals vies d’exposicié humana als MNPs és la via oral. Aquesta es produeix a
través de la ingesta d’aliments i begudes contaminades, aixi com pel consum d’aigua potable

gue conté particules plastiques.

Actualment, hi ha un nombre considerable d’evidencia cientifica que estudia I'exposicié de MPs
en el tracte gastrointestinal d’animals o en models in vitro. Perd és realment escas el nombre
d’estudis que investiguen la ruta que segueixen els MNPs un cop entren dins del tracte

gastrointestinal (2).

Es sap que la mida maxima dels porus intestinals és de 1.5 nm per tant es considera poc probable

gue els MNPs puguin travessar la barrera intestinal (2). Tot i aix0, els MNPs de menor mida si que

13



tindrien aquesta possibilitat, ja que podrien danyar la membrana plasmatica causant un
deteriorament de la barrera intestinal. Per altra banda, poden estar capacitats per alterar la
senyal dels receptors de la superficie cel-lular i alterar I'expressié genética al nucli. Existeixen
altres especulacions d’altres possibles vies d’entrada a l'organisme huma que comporten
I’activacié del sistema immunologic innat i la produccié de espécies reactives d’oxigen (ROS). Els
MNPs passarien al torrent circulatori si la barrera intestinal-vascular es troba atrofiada o, podria

succeir per via transcitosi, arribant aixi a altres organs (38).

Estudis realitzats en ratolins, que administraven injeccions dins de la cavitat peritoneal, van
observar que els macrofags peritoneals fagocitaven particules de polimetacrilat i poliestiré de
mides de 1, 5i 12 um. Tot i aix0, els resultats d’estudis que investiguen I’absorcié a través del
tracte gastrointestinal en ratolins, mostren uns valors minims d’absorcid, situant-se entre 0.04%-

0.3% (2).

L'estudi realitzat per Fournier E, et al. (39) ha estat el primer en investigar I'impacte d’una
exposicié de 2 setmanes a MP de PE en una dosi rellevant en I'ecosistema digestiu huma en
adults. Aquesta exposicid repetida, pot promoure el desenvolupament de patobionts humans
perillosos (per exemple: Desulfovibrionaceae i Enterobacteriacea, presents tant en el
compartiment luminal com en el mucds) i a la vegada disminuir el nombre de bactéries
beneficioses (per exemple: Christensenellaceae i Akkermansiaceae de la microbiota de la
mucosa). No es va informar cap impacte significatiu causat pels canvis en els metabolits

microbians intestinals a la barrera de moc/epitelial en termes de permeabilitat i inflamacié (39).

En un altre estudi realitzat per Tamargo A, et al. (40) els resultats van revelar que |'exposicié de
la microbiota del colon humana a MPs de PET va disminuir els grups microbians essencials pel
correcte equilibri de la microbiota intestinal i va augmentar diferents grups bacterians
proinflamatoris relacionats amb malalties. Per tant, I’homeostasi intestinal es podria veure
alterada. En aquest estudi es van utilitzar polimers de polietile tereftalat sense additius. Com que
els MPs habituals i els que provenen del medi ambient contenen una llarga llista d’additius, els

efectes adversos sobre la microbiota intestinal encara estan per definir (40).
1.6.2. EXPOSICIO PER VIA INHALATORIA

Després de la ingesta de les particules plastiques, trobem la inhalacié d’aquestes com una ruta

evident d’exposicié humana (41).

La superficie alveolar dels pulmons és molt amplia, presenta al voltant d’uns 150 m? i compta

amb una barrera de teixit extremadament fina, de menys d’1 um d’espessor. Aquesta fina

14



barrera permet que les nanoparticules la travessin i arribin al sistema sanguini, la qual cosa
significa que puguin distribuir-se per tot I'organisme (2). Les particules <1 um poden incrustar-
se profundament en el pulmd o emigrar a altres parts de I’organisme (2, 41). La inhalacié de NPs
pot causar diferents respostes que dependran de la mida, carrega, densitat i tipus de
particula/fibra, a més del factor individual (42). Algunes de les reaccions que el nostre organisme
pot posar en marxa sén les reaccions bronquials immediates, fibrosis intersticials difuses i
granulomes amb inclusions de fibres, inflamatories i fibrotiques. En casos greus pot arribar a
provocar bronquitis cronica i pneumotorax (2). Aquestes situacions sén influenciades
especialment pels canvis de les particules causats en el medi ambient, les transformacions
fisicoquimiques i els recobriments (eco-corones) que adquireixen els plastics durant la

meteoritzacid (42).
1.6.3. EXPOSICIO DERMICA

Una altra via d’exposiciéd humana a MNPs és el contacte dérmic. Les particules de plastic poden
ingressar a la pell a través de productes de salut i bellesa, aixi com per contacte amb aigua

contaminada de particules plastiques (3).

La capa dérmica més externa es coneix com estrat corni, el qual desenvolupa un paper crucial
en la proteccid de la pell al formar una barrera defensiva eficag conta particules i patogens en un
estat saludable (43). Aquest estrat esta compost per corneocits envoltats per capes de lipids
hidrofils que inclouen ceramida, acids grassos lliures de cadena llarga i colesterol (3). Les
particules de plastic poden ingressar a la pell a través de productes de salut i bellesa, aixi com
per contacte amb aigua contaminada de particules plastiques (3). Un estudi in vivo realitzat per
Schirinzi et al. (44) mostra que I’exposicid cutania a MNPs indueix estrés oxidatiu en les cél-lules
epitelials. El fet de que els MNPs siguin de caracter hidrofobic, en el cas dels humans fa que sigui
poc probable que es puguin absorbir a través de I'estrat corni i arribar a capes profundes, tot i
aixo poden depositar-se en la epidermis (45). Per altra banda, aquestes particules si que podrien
absorbir-se a través de glandules sudoripares, ferides en la pell, fol-licles pilosos o glandules

sebacies. (3, 43).
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1.7.  IMPACTE DELS MICROPLASTICS | NANOPLASTICS SOBRE LA SALUT

Diversos estudis han detectat MNPs en diverses mostres humanes, com ara placenta, femta,
colon, pulmé, fetge, llet materna i sang. Tot i aix0, no es poden establir correlacions degut a
certes limitacions dels estudis. Actualment, la toxicitat dels MNPs pels humans és un tema que

requereix més investigacions al respecte per poder abordar-lo correctament (46).

La permaneéncia dels MNPs al sistema digestiu huma després de I’exposicio als aliments, aixi com
els seus potencials impactes en la salut, incloent el risc de malalties malignes, encara no es poden
comprendre al complet. Tot i aix0, ja s’ha demostrat que les espécies marines que ingereixen
MNPs experimenten efectes gastrointestinals adversos (per exemple: inflamacié i estres oxidatiu
(EO) en el peix zebra) (46). Aquest fet també és recolzat per estudis realitzats amb animals, els
quals proporcionen una il-lustracié clara de les conseqiiéncies de la toxicitat intestinal (38). Si
aix0 succeis realment, la integritat de la barrera intestinal-vascular es podria veure compromesa,
fet que facilitaria I’entrada de MNPs a la circulacié sanguinia, permetent el seu accés al fetge a
través de la vena porta. La factibilitat d’aquest procés s’ha demostrat en alguns models de ratoli.
L’acumulacié perllongada d’aquestes particules plastiques en els teixits hepatics juntament amb

la inflamacid cronica podrien desencadenar malalties hepatiques i problemes metabolics.

En el cas de I'acumulacié de MNPs al pulmd, es produeix una resposta inflamatoria local i es
permet que les particules plastiques entrin al sistema circulatori i limfatic mitjancant els

macrofags (Fig. 3) (46). A llarg termini, es podrien donar lloc trastorns pulmonars cronics (38).

En els estudis de ratolins, un dels fets més comuns, és la disbiosi de la microbiota intestinal. S’ha
establert una connexié entre els canvis de la microbiota intestinal i diverses malalties croniques
gue afecten altres organs, com ara malalties renals, del sistema cardiovascular, inflamatories,

cancer i trastorns neurologics (38).

Alguns estudis també han informat que les proteines sanguinies interactuen amb els MNPs per
formant complexes proteina-plastic. Aquests complexes en grans quantitats podrien ser capacgos
de provocar una obstruccid dels vasos sanguinis (38). D’aquesta manera I’endoteli vascular es
veuria afectat negativament, de fet, hi ha evidéncia que indica que els NPs produeixen

envelliment prematur de les cel-lules epitelials vasculars i la disfuncié de les mateixes (47).

Aguestes son només algunes complicacions a nivell cardiovascular de les moltes que es poden
arribar a produir degut a la presencia de MNPs al torrent sanguini (per exemple: velocitat

sanguinia anormal, freqliencia cardiaca alterada, disfuncié endotelial...) (48).
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Figura 3: Possibles vies i rutes d’exposicido a MNPs i possibles efectes toxics en humans (46).

1.8.  MALALTIA CARDIOVASCULAR

Les malalties cardiovasculars son la causa lider de mort a nivell mundial. La xifra aproximada de
morts per malalties coronaries al 2019 va ser de 17.9 milions, la qual representa un 32% del total
de morts al mén (WHO, 2021) (49). Els principals factors de risc poden ser no modificables (sexe,
edat, factors genétics) o modificables, els quals s’"han d’abordar de forma preventiva: hipertensié
arterial (HTA), tabaquisme, hipercolesterolémia, diabetis mellitus (DM), sobrepés/obesitat i
consum d’alcohol (50). Actualment, s’han identificat factors de risc nous, com ara patrons
dietetics poc saludables, estils de vida sedentaris i contaminacid de I’aire (48). A més, 'emergent
evidéncia cientifica ha associat I’exposicid potencialment elevada a MNPs i factors de risc
cardiovascular. Les particules plastiques podrien passar a formar part de la circulacié sanguinia
a través de I'exposicid per via inhalatoria, oral i dermica, depenent de la mida que presentin.
Podran infiltrar-se en I'epiteli intestinal (€150 um), en els vasos sanguinis (€10 um) i en la barrera
sanguinia pulmonar (<400nm). Les cél-lules de Langerhans poden captar NP més petits (40 nm),
per altra banda particules de mida més gran (6.8 um) podrien ser capaces de produir un bloqueig

mecanic als capil-lars que envolten al cor (48).

La toxicitat que produeixen els MNPs a nivell cardiac inclou freqiiencia cardiaca anormal,
deteriorament de la funcié cardiaca, edema pericardic, fibrosi miocardica i altres danys
patologics cardiacs. A més a més, també podrien causar toxicitat en punts (micro)vasculars, com

hemolisi, trombosi, coagulacié sanguinia i dany endotelial vascular (48).

L'endoteli vascular és una monocapa que separa els teixits de la sang i recobreix aixi tot el
sistema circulatori. Pero la funcié de les cel-lules endotelials va molt més enlla, realitzen la
filtracié de liquids, mantenen el to dels vasos sanguinis, I’hemostasia, fan el reclutament de

neutrofils i regulen el trafic d’hormones (51). Els MNPs de menys de 150 um, després de creuar
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barreres biologiques, poden filtrar-se al torrent sanguini a través de la vena porta. D’aquesta
manera, les cel-lules endotelials vasculars son una diana bastant probable de contacte directe
amb els MNPs. S’ha demostrat que aquestes particules produeixen danys a I'endoteli vascular,
generant aixi diverses alteracions cardiovasculars, com ara I'afectacio del factor de creixement
endotelial vascular, de la interaccié de les cel-lules endotelials vasculars amb la sang i les cél-lules

immunes, aparicié d’inflamacio... (Fig. 4) (48).

Els principals mecanismes responsables d’aquestes alteracions sén I'EQ, inflamacid, apoptosi,
piroptosi i interaccié amb cel-lules i components cel-lulars. A nivell clinic, s’ha observat que els
MNPs sén factors de risc potencials d’arritmia, aterosclerosi, infart de miocardi i altres malalties

cardiovasculars (48).
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Figura 4: Endoteli vascular sa i disfuncional (52)

Destacant el paper de I'EQ, aquest és responsable de I'increment de la produccid de ROS, el que
resulta en canvis bioquimics, moleculars i fisiologics. El metabolisme endogen genera ROS com
a part de les seves funcions normals, i aquestes poden causar dany si no es controlen
correctament. L'exposoma, que inclou totes les influeéncies externes com la contaminacié
atmosferica, la dieta, el tabaquisme, |'estil de vida, els productes quimics, entre d’'altres, també
afecta a la produccié de ROS i a les defenses antioxidants de I’organisme. Aixi, tant els processos
interns com les exposicions externes influeixen en els processos biologics a través de les xarxes

redox, i un desequilibri pot conduir a I'EQ, el qual esta relacionat amb diverses malalties

croniques (53). No obstant, gairebé la totalitat de les cel-lules presenten mecanismes de defensa
especifics per fer front a les ROS i garantir ’homeostasi cel-lular. Aquesta compensacid
generalment es realitza amb I'ajut dels enzims antioxidants, la superoxid dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT), glutatié reductasa (GR) i el glutatid peroxidasa (GPX) es consideren els enzims

més rellevants per eliminar les ROS induides per oxidacié dins la cel-lula (54).
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2. HIPOTESI | OBJECTIUS

L'augment significatiu de la produccié de plastic i conseqiientment les seves deixalles, genera
una creixent preocupacio global pels seus efectes adversos, tant al medi ambient com en la salut
humana. Es de particular interés I"exposicié dels humans als MNPs a través de la ingesta dels
aliments i begudes, ja que la via oral no presenta tants sistemes de proteccié envers aquests
contaminants. En canvi, a través de la inhalacié ja existeixen mesures protectores com ara
mascaretes. Existeix evidéncia cientifica creixent que suggereix que els MNPs poden ser
absorbits a través de les barreres intestinals cap a la circulacié sanguinia. Tenint en compte
aquestes observacions, una de les principals dianes dels MNPs, una vegada absorbits per I'intesti,

és la paret vascular, la qual juga un paper crucial sobre la salut cardiovascular.
HIPOTESI

La via oral representa una important font d’exposicié a NPs a través de la ingesta d’aliments i
begudes contaminades per aquests agents. Els NPs, que sén de mida més petita, poden creuar
la barrera intestinal, accedir al torrent circulatori i lesionar la paret dels vasos sanguinis. A la

Ilarga, aquesta alteracid de la vasculatura pot acabar derivant en patologies cardiocirculatories.

OBJECTIU GENERAL

Poder avaluar els efectes adversos de |’exposicid als NPs en diferents models cel-lulars de la paret

vascular.

OBJECTIUS ESPECIFICS

- Avaluar la viabilitat de I’'exposicid de nanoplastics de poliestire (NPs-PS) en una linia
cel-lular endotelial (HUVEC) i muscular (HCASMC).
- Estudiar diferents marcadors d’estrés oxidatiu en les HUVEC i les HCASMC.

- Determinar el grau d’afectacié segons el model cel-lular.
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3. MATERIALS | METODES

3.1. MATERIALS

Es van adquirir el model de NPs-PS 43302-5ML-F de 100 nm de Sigma Aldrich. Les cél-lules
endotelials de vena umbilical humana (HUVEC) i les cél-lules del muscul llis de I’artéria coronaria
humana (HCASMC) es van adquirir de Termo Fisher Scientific. El medi basal de creixement de les
cél-lules HUVEC (REF M-200-500) i suplement de creixement per les mateixes cel-lules es va
adquirir a Gibco. El medi basal de creixement de les cél-lules HCASMC (REF M-231-500) i el

suplement de creixement per les mateixes cél-lules es va adquirir a Gibco.

3.2. METODES

3.2.1. CULTIU CEL-LULAR | PREPARACIO DE NANOPLASTICS DE POLIESTIRE

En primer lloc es va preparar el medi de cultiu per cada tipus de cél-lula (10% serum i 1%
antibiotic). El medi es va obrir sota la campana, préviament net amb solucié aséptica (70%
etanol). En el cas de les HUVEC, es van afegir al medi 50 ml de suplement de creixement en serum
(LSGS), anteriorment descongelat i seguidament, se li va afegir 1 ml de amfotericina/gentamicina
(500X). En el cas de les HCASMC, es van afegir al medi 50 ml de suplement de creixement en
serum (SMGS), anteriorment descongelat, i seguidament se |i va afegir 1 ml de
amfotericina/gentamicina (500X). Ambdds medis complets es van conservar tapats amb paper

d’alumini, a 42Ci a les fosques.

Una vegada completada la preparacié dels medis complets, es va procedir a descongelar les
cél-lules, que es trobaven a-196.5 °C conservades en nitrogen liquid. Les cél-lules HUVEC estaven
en una concentracié de 750.000 cel-lules/vial (1 ml) i les cél-lules HCASMC estaven en una
concentracié de 900.000 cel-lules/vial (1 ml). Es va engegar el bany a 372C i es van descongelar

les cel-lules al bany maria.

En el cas de les HUVEC, es va preparar un primer tub de 15 ml amb 3 ml de medi complet. Una
vegada les cel-lules s’havien descongelat, es va extreure 1 ml del vial de cel-lules HUVEC, es va
afegir al tub de 15 ml i es va barrejar amb una pipeta Pasteur. En un segon tub de 15 ml, es va
afegir 1 ml del tub anterior i 2 ml de medi complet (es va barrejar amb la pipeta Pasteur).
Finalment, a un tercer tub de 50 ml se li va afegir 1 ml de I'Gltim tub de 15 ml i 14ml de medi

complet. D’aquesta manera es va obtenir una concentracié final de 4.166,67 cél-lules/ml.
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En el cas de les HCASMC, a la vegada que es descongelaven les cél-lules, es va preparar un primer
tub de 15 ml amb 3 ml de medi complet. Una vegada les cel-lules s’havien descongelat, es va
extreure 1 ml del vial de cél-lules HUVEC , es va afegir al tub de 15 ml i es va barrejar amb una
pipeta Pasteur. En un segon tub de 15 ml es va afegir 1 ml del tub anterior i 3 ml de medi complet
(es va barrejar amb la pipeta Pasteur). Finalment, a un tercer tub de 50 ml se li va afegir 1 ml de
I’Gltim tub de 15 ml i 14 ml de medi complet. D’aquesta manera es va obtenir una concentracié

final de 3.750 cél-lules/ml.

Les cél-lules es van cultivar a una incubadora humidificada amb CO; al 5%. Es va canviar el primer
medi a les 24h i seguint el protocol de la casa comercial la resta de canvis realitzaven dia si dia

no fins que es va arribar al 80% de confluencia.

El vial obtingut de la casa comercial té una densitat d’origen de 1.05 g/ml. A partir d’aquesta
concentracio, es va preparar la solucié mare de 10 ml (100 ug particules/ml medi). D’aquesta
solucid i tenint en compte els protocols que es van fer servir per I'estudi, es van preparar les

diferents concentracions a testar:

e 5pug/ml=> 1.5 ml solucié mare + 28.5 ml medi
e 10 pug/ml = 3 ml solucié mare + 27 ml medi

e 25ug/ml > 1.25 ml solucié mare + 3.75 ml medi

3.2.2. VIABILITAT CEL-LULAR

La viabilitat cel-lular es va determinar amb la finalitat de valorar si I’exposicié a NPs-PS de 100
nm, a diferents concentracions (0, 5, 10, 25 pg/ml) i temps d’exposicié (0, 24, 48, 72 hores),
indueix la mortalitat cel-lular i per tant afecta negativament a la funcid cel-lular. Determinar
aquest fet, és crucial per comprendre els possibles impactes toxics dels NPs-PS al sistema

cardiovascular huma.

La viabilitat cel-lular es va mesurar mitjancant I’assaig de bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoli (MTT) (Fig. 5). Es van incubar les cel-lules en plaques de 96 pous, cal que estiguin
en una concentracioé de 2500 cél-lules/cm?, per tant a cada pou es van sembrar unes 825 cél-lules.
A les cel-lules se les va sotmetre a NPs-PS de 100 nm de diametre de diferents concentracions
(0,5, 10, 25 pg/ml) durant 0, 24, 48 i 72 h. Els medis de cultiu es canviaven tots els dies. Després
del periode d’incubacid, es van afegir 10 pl del reactiu de marcatge MTT a cada pou de la placa
a tractar. Seguidament es va incubar la microplaca durant 4 h en una atmosfera humidificada
(379C, CO; al 5%). Passat aquest temps, es van afegir 100 pl de la dissolucié de solubilitzacié a

cada pou. La placa en qliestié es va deixar reposar tota la nit a la incubadora (372C, CO; al 5%).
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Finalment es va llegir I’absorbancia espectrofotometrica a 570 nm amb el lector de plaques
Synergy HT (Biotek Winooski, VT, USA). La longitud d’ona per mesurar |I’absorbancia del producte

és de 550 a 600 nm i la longitud d’ona de referencia ha de ser superior a 650 nm (55).
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Figura 5: Fases de I’assaig MTT per avaluar la viabilitat cel-lular.

3.2.3. ESTRES OXIDATIU

3.2.3.1 QUANTIFICACIO DE PROTEINA

La finalitat del procediment experimental seglient és poder extreure la quantitat de proteina
generada dins les cél-lules exposades a NPs-PS. Aquest pas és crucial abans de realitzar el
protocol experimental de la SOD i la CAT ja que aquests enzims antioxidants juguen un paper

fonamental en la defensa cel-lular contra I’estrés oxidatiu.

Per tal de procedir al I’extraccid de proteina es van sembrar les cel-lules en plaques de 6 pous.

Es van necessitar 4 plaques per cada tipus de cél-lula, cada placa tenia un temps d’exposicié

diferent (0, 6, 24, 48 h). Les cel-lules van incubar-se en una atmosfera humidificada (372C, CO; al
5%), el medi de les plaques es canviava cada dia fins arribar al 80% de confluéncia. En una
mateixa placa, els 3 pous superiors corresponien a la concentracié 5 pg/mli els 3 pous inferiors

corresponien a la concentracié 10 pg/ml (Fig. 6).
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Figura 6: Esquema de la distribucioé de les plaques per I'obtencié de proteina

— CAT

Per extreure la proteina del citoplasma de les cél-lules es va dur a terme mitjangant |’assaig del
tampo RIPA (25 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1%
SDS). Les plaques es van dipositar sobre gel mentre s’eliminava el medi de la placa. Seguidament
es van realitzar 2 rentats de les cel-lules amb 1 ml de PBS fred i es van afegir 75 pl de la solucid
RIPA. Es va rascar la base dels pous per desprendre les cél-lules i es va recollir tot en eppendorfs
de 1.5 ml. Es van incubar amb gel 30 minuts, mentre es sotmetien a vortex cada 5-10 minuts. Un
cop passat aquest temps, es va centrifugar a 16000 g, 4 °C, 10 minuts. Es va recuperar el
sobrenedant en un tub nou i es va eliminar el pellet. Les mostres es van conservar a -80 °C i va

servir tan per realitzar la determinacid de I’enzim SOD i com per la CAT.

Per poder realitzar els calculs de I'estrés oxidatiu, es va haver de mesurar la quantitat de proteina
de les mostres obtingudes. Aquesta mesura es va realitzar llegint I’absorbancia
espectrofotometrica d’una porcid de cada mostra al lector de plaques Synergy HT (Biotek

Winooski, VVT, USA).

3.2.3.2. ACTVITAT ENZIMATICA DE LA SUPEROXID DISMUTASA

La determinacio de I'activitat de SOD es basa en I’autooxidacié d'epinefrina per anié superoxid.
Es va preparar un tampod carbonat EDTA a pH10.2, HCl 1mM i epinefrina 6 mM en HCI. Per cada
mostra es va preparar un blanc (2,5 ml tampd, 300 ul aigua destil-lada i 200ul HCl), epinefrina
(2,5 ml tampd, 300 pl aigua i 200 ul epinefrina) i es van realitzar 4 dilucions de cada mostra (2,5
mltampd + 8,10, 15i30 pl de cada mostra +292, 290, 285i 270 ul d’aigua + 200 ul d’epinefrina).
Finalment es va fer una lectura cinetica durant 15 min a 480 nm a |'espectrofotometre Perkin

Elmer UV/VIS.
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L'activitat enzimatica es va expressar com la quantitat d’enzim necessaria per inhibir

I’'autooxidacié de I’epinefrina en un 50%. Els resultats s’expressen en unitats/g de proteina.

3.2.3.3. ACTVITAT ENZIMATICA DE LA CATALASA

La determinacio de I'activitat de la CAT es basa en I'extincié del substrat H,O, a causa de |'accié

de la CAT.

Primer es va preparar tampé fosfat potassic 100mM i pH 7.5. Seguidament, per preparar la H,0,,
es van afegir 50 ml de tampd a un erlenmeyer, es van treure 119 pl de tampd i aquests, es van

substituir per 119 pl de H,0,.

Per cada mostra es va fer una dilucié 1:2 amb el tampé fosfat, es van posar 830 ul de H,0,i 170
ul de mostra en la cubeta. Finalment es va mesurar I'activitat de la CAT durant 1 mina 240 nm a

I'espectrofotometre Perkin Elmer UV/VIS.

Es calcula el decrement/minut i els resultats s’expressen en pmol/min/mg proteina.

3.3. ESTADISTICA

Les dades van ser expressades com a mitjanes. Degut a que les dades no eren paramétriques, es
va utilitzar la prova de Kruskal-Wallis i, posteriorment, el test de comparacié multiple de Dunn.
Es van comparar tots els grups experimentals amb els controls i entre ells. El nivell de significacio
estadistica de totes les proves es va establir en p<0,05. Totes les dades es van analitzar mitjangant

el programa GraphPad Prism Statistical Analysis (GraphPad Prism versié 5.01 per a Windows).
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4.  RESULTATS

4.2. EFECTES DELS NANOPLASTICS DE POLIESTIRE A LES HUVEC

Els models cel-lulars que es volen estudiar en aquest treball es van sotmetre a I’assaig MTT per
tal de determinar la seva viabilitat. En el model de les HUVEC es van obtenir unes dades que
mostren que aquestes cél-lules no van ser afectades en termes de viabilitat cel-lular per les
concentracions i temps d’exposicié emprats. Es a dir, en cap dels temps d’exposicid (0, 24, 48, 72
h) ni de les concentracions de NPs-PS de 100 nm (0, 5, 10, 25 pg/ml) es va produir indici de

mortalitat en aquesta tipologia cel-lular (Fig. 7).

Figura 7: HUVEC

Figura 8: HUVEC. A: 5 ug, Oh; B: 5 ug, 6h; C: 5 ug, 24h; D: 5 ug, 48h
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Figura 9: HUVEC. A: 10 pg, Oh; B: 10 pg, 6h; C: 10 pg, 24h; D: 10 ug, 48h

A la Figura 8 i la Figura 9 es pot observar que amb l'augment del temps d’exposicio,
s'incrementen les taques negres. Aquestes ombres fosques es corresponen amb els plastics, que
a mesura que passa el temps van colonitzant la imatge, és a dir, es van dipositant lentament a la
base del pou i conseqlientment, la superficie de contacte dels NPs-PS amb les cél-lules
augmenta. Tot i aix0, observant aquestes imatges no es pot determinar el grau d’internalitzacid
dels NPs-PS a les cél-lules. També cal destacar la comparacié de les concentracions al mateix
temps d’exposicid, ja que s’observa una major quantitat de NPs-PS a les imatges corresponents

a la concentracio de 10 pg (Fig. 9) respecte a les de 5 ug (Fig. 8).

Activitat de la SOD en les HUVEC
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Figura 10: Activitat de la SOD en les HUVEC.
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La Figura 10 mostra 'activitat de la SOD en les HUVEC exposades a les diferents concentracions
de NPs-PS de 100 nm (5 pg/ml i 10 pg/ml) i als diferents temps d’exposicio (0, 6, 24, 48h). Les
diferencies no sén significatives entre les hores d’exposicid ni entre les diferents concentracions
de NPs-PS, excepte la comparativa entre les 24 i 48h de les HUVEC exposades a 5 pug/ml i les 24
i 48h de les exposades a 10 ug/ml. Tot i no obtenir un total de significanca, es mostra un mateix
patré de comportament de I'activitat de la SOD en les cél-lules HUVEC. Els 3 primers temps
d’exposiciéd (0, 6, 24h) presenten un augment progressiu de |'activitat d’aquest enzim i
seguidament, les 48 hores mostren una disminucidé d’aquesta activitat. Aquest patré es mostra
tant a les HUVEC exposades a NPs-PS 5 pg/ml, com a les exposades a 10 pg/ml. Tot i aixo, si
comparem els valors de cada concentracié de NPs-PS per separat es veu amb claredat que els
valors d’activitat de la SOD s6n més elevats en el cas de les cél-lules exposades a 10 pg/ml que

els obtinguts de les cél-lules exposades a 5 pug/ml.

Activitat de la CAT en les HUVEC
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Figura 11: Activitat de la CAT en les HUVEC.

La Figura 11 representa l'activitat de la CAT en les HUVEC exposades a les diferents
concentracions de NPs-PS de 100 nm (5 pg/mli 10 pg/ml) i temps d’exposicié (0, 6, 24, 48 hores).
Tot i que totes les comparatives de valors entre grups no presentin diferencies significatives,
podem veure que la CAT ha estat activada a les cel-lules HUVEC per les diferents concentracions
de NPs-PS. En aquest cas I’enzim no segueix un patré clar de comportament. En el cas de les
HUVEC exposades a NPs-PS de 5 pg/ml, el pic d’activitat maxima de la CAT s’obté a les 6 hores,
mentre que els temps d’exposicid restants presenten una fluctuacié de I'activitat de I'enzim.
Observant les columnes de la grafica corresponent a I'exposicié cel-lular de NPs-PS de 10 pg/ml
també es destaca una fluctuacio dels resultats. Malgrat la mancanca del valor a les 6 hores

d’exposicid, no s'impedeix confirmar I’activacié de la CAT dins la cél-lula.
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4.3. EFECTES DELS NANOPLASTICS DE POLIESTIRE A LES HCASMC

La figura 9 mostra les viabilitats cel-lulars relatives de les HCASMC, mesurades amb I’assaig MTT,
representades amb % de mortalitat cel-lular, després de I'exposicio a les concentracions seriades

de NPs-PS de 100 nm (0, 5, 10, 25 ug/ml) durant 0, 24, 48172 h.

Mortalitat cel-lular de les HCASMC exposades a NPs-PS
120

100
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a0

% de mortalitat

20
BLANC CONTROL 5 pg/ml 10 pg/ml 25 pg/ml

Concentracié de NPs-PS

——0H ——24H —e—48H —e—72H

Figura 12: % Mortalitat de les HCASMC. Les HCASMC es van exposar a concentracions en série (0, 5, 10,
25 pg/ml) durant 0, 24, 48 72 h.

Al grafic (Fig. 10) s’observa una tendéncia clara d’'un augment de la mortalitat de les HCASMC a
mesura que s’incrementa la concentracié de NPs-PS i el temps d’exposicid. A les 48h és quan es

detecten xifres de mortalitat cel-lular més elevades respecte el control.

Figura 11: HCASCM
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Figura 13: HCASMC. A: 5 g, Oh; B: 5 pg, 6h; C: 5 ug, 24h; D: 5 pg, 48h

Figura 14: HCASMC. A: 10 pg, Oh; B: 10 pg, 6h; C: 10 pg, 24h; D: 10 ug, 48h

El cas de les HCASMC és semblant al de les HUVEC, a la Figura 13 i la Figura 14 es veu com a
mesura que avanca el temps, les taques negres també augmenten, per tant, trobem més plastics
dipositats a la base del pou i en contacte directe amb les cél-lules. Si comparem les
concentracions entre elles al mateix temps d’exposicié, podem observar una major quantitat de
NPs-PS a les imatges corresponents a la concentracié de 10 pg (Fig. 14) respecte a les de 5 pg
(Fig. 13). Cal comentar que l'observacié d’aquestes figures no permet determinar el grau

d’internalitzacio dels NPs-PS dins les cel-lules.
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Figura 15: Activitat de la SOD en les HCASMC.

La Figura 15 il-lustra I'activitat de la SOD en les HCASMC exposades a les diferents concentracions

de NPs-PS de 100 nm (5 pg/mli 10 pg/ml) i durant diversos temps d’exposicié (0, 6, 24, 48 hores).

Les comparatives entre grups del mateix temps i diferents concentracions (5 pg/ml i 10 pg/ml)
no mostren diferéncies significatives. Aixo també passa si comparem els grups de les mateixes
concentracions 5 pug/ml o 10 ug/ml entre els diferents temps d’exposicid. Encara que la
significanca sigui inexistent, al grafic podem observar una tendéncia per a cada concentracid. En
el cas de les HCASMC exposades a NPs-PS de 5 pug/ml el pic d’activitat de la SOD és a les 6 hores
i després s’observa un decreixement del mateix enzim. En canvi, si observem el grafic
corresponent a les HCASMC exposades a 10 pug/ml, el pic d’activitat de la SOD es situa a les 24

hores, i seguidament també es produeix un decreixement.

No obstant, si es comparen els valors de cada concentracid de NPs-PS per separat, es veu que
els valors d'activitat de la SOD sén més elevats en les cél-lules exposades a 10 ug/ml en

comparacié amb les exposades a 5 pg/ml.
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Figura 16: Activitat de la CAT en les HCASMC.

Els valors d’activitat de la CAT en les HCASMC, exposades a NPs-PS de 100 nm a concentracions
de 5 pug/mli 10 ug/mlien diferents temps d’exposicio (0, 6, 24, 48 hores), es troben representats
alaFigura 16. Cap de les comparacions de valors entre diferents grups presenta alguna diferencia
significativa. Tot i aix0, es pot confirmar que la CAT ha estat activada després d’exposar les
cel-lules a NPs-PS (Fig. 16). En el cas de les cél-lules exposades a NPs-PS de 5 ug/ml, s’observa
una fluctuacié de I'activitat de la CAT, obtenint el pic maxim a les 48 hores. En canvi, si ens fixem
en els valors obtinguts de les HCASMC exposades a NPs-PS de 10 pg/ml, també s’evidencia una
fluctuacid. El pic maxim de la concentracid en qliestid, no es pot confirmar degut a que no es va
poder obtenir un valor corresponent a les 48 hores. Tot i aix0, com abans s’ha comentat, aixo no
impedeix confirmar que I'exposicié de les cél-lules als NPs-PS de les dues concentracions, ha

produit una activacié de I'enzim CAT.
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5.  DISCUSSIO

Els plastics, com bé s’ha descrit a la introduccié del treball, son materials omnipresents a la vida
guotidiana moderna. Actualment han generat preocupacio a escala mundial a causa de la seva
persistencia al medi ambient i els seus efectes potencials sobre la salut humana. Els NPs, una
fracciéd més petita dels MPs, plantegen nous reptes i interrogants pel que fa a la seva detecci,

toxicitat i impacte sobre la salut i el medi ambient.

Tot i que la recerca dels efectes sobre NPs en el medi ambient i la salut esta evolucionant
rapidament, la majoria d'estudis fins ara s'han centrat en els MPs, deixant una comprensié
limitada sobre els NPs. No obstant aix0, s'estan desenvolupant noves tecniques i metodologies
per detectar, identificar i analitzar aquests materials i el seu impacte en els organismes i el medi
ambient (56). Un informe futur de la Comissié Europea per al medi ambient, la salut publicaila
seguretat alimentaria, titulat “Nanoplastics: state of knowledge and environmental and human
health impacts” (57), aborda aquest tema des de la deteccié de NPs fins a I'analisi dels seus

possibles riscos per a la salut, aixi com les seves vies de dispersid i perspectives futures (56).

De moment, els estudis que investiguen els efectes dels NPs a nivell cel-lular sén limitats. No
obstant, els pocs estudis existents, ja han demostrat alguns dels perills potencials dels NPs envers
la salut, i entre aquests, s’ha vist en risc el sistema cardiovascular. Per tant, és de crucial
importancia avaluar sistematicament als NPs com a nous factors de risc ambiental i de salut per

la toxicitat cardiovascular i les malalties cardiocirculatories en humans.

Aquest apartat de discussid es centrara en els resultats obtinguts sobre els efectes dels NPs en
les linies cel-lulars estudiades. L’objectiu principal del treball era poder avaluar els efectes nocius
adversos de I'exposicio als NPs-PS en els diferents models cel-lulars de la paret vascular (HUVEC

i HCASM).

Per determinar els efectes nocius dels NPs-PS envers les cel-lules, per una banda, es va avaluar
la viabilitat cel-lular després de sotmetre les HUVEC i les HCASMC a NPs-PS de 100 nm a diferents
concentracions (0, 5, 10i 25 ug/ml) i durant uns periodes d’exposicié determinats (0, 24, 48, 72
hores). Per altra banda, es van estudiar diferents marcadors d’estres oxidatiu (SOD i CAT) en les

HUVEC i les HCASM exposades a NPs-PS de 100 nm a 5i 10 ug/ml i durant 0O, 6, 24, i 48 hores.

Els resultats obtinguts, en termes de viabilitat, de les HUVEC estan en linia amb els d’altres
investigacions recents. Per exemple, un estudi va demostrar que les NPs-PS de 100 nm i 500 nm,
en concentracions de <25 ug/ml, no van tenir cap efecte notable sobre la viabilitat cel-lular. A

més les troballes d’aquest estudi, mostren que només els les nanoparticules de <100 nm
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s’uneixen a la superficie cel-lular de les HUVEC i posteriorment s’incorporen dins del citoplasma
(58). Al present treball, els resultats obtinguts per les HUVEC exposades a NPs-PS de 100 nm van
ser concordants. En concret, no es va observar cap indici de mort cel-lular després de I’exposicié

a les diferents concentracions de 0, 5, 10 i 25 pg/ml de NPs-PS.

Els resultats observats en aquest treball corresponents a les cél-lules HCASMC, ofereixen una
perspectiva interessant respecte altres investigacions sobre |'efecte de les particules plastiques
en termes de viabilitat cel-lular. Com ara, un estudi recent en el que es va observar que
I’exposicio de les HCASMC a MPs de PS de 564 um a una concentracié de 1 mg/ml, no va inhibir
el creixement cel-lular ni es va observar una perdua pronunciada de viabilitat (59). En contrast,
en aquest treball es va observar una tendéencia clara d’augment de la mortalitat de les HCASMC
amesura que s'incrementava la concentracio de NPs-PSi el temps d’exposicio (Fig. 12). Aquestes
observacions suggereixen que els NPs poden tenir un efecte més toxic en comparacié amb els
MPs, especialment quan s’augmenta la concentracid i el temps d’exposicid. Aquesta hipotesi,
esta recolzada per les troballes d’una revisié recent que afirma que els NPs definitivament
demostren una major citotoxicitat que els MPs (60). En cara que la citotoxicitat també depen de
la concentracié de NPs i/o MPs i del temps d’accid, el factor més crucial sembla ser la mida de la

particula, a menys diametre, més citotoxica és la particula (60).

Els resultats d'aquest treball, combinats amb les troballes d'altres estudis, aporten una visié més
completa sobre |'efecte dels NPs-PS en I'activitat enzimatica i I'EO en les cél-lules endotelials. En
un estudi, no es van observar diferéncies significatives en la inflamacid, I'autofagia, els nivells de
ROS, la lliberacié de lactat deshidrogenasa (LDH) i altres parametres, després de |'exposicio de
les HUVEC a PS-MNP de 1 um per 48 hores, fins i tot a concentracions de 5, 10 i 25 ug/ml (61).
Cal comentar també els resultats obtinguts per un estudi que va revelar que els NPs de 50 nm
de PS carregats positivament amb NH2 (10 ug/ml), presentaven una major citotoxicitat per a les
HUVEC en comparacié amb els NPs-PS no carregats (10 pug/ml). Aquest fet es recolza amb la
disminucio de la viabilitat cel-lular, 'augment de la generacié de ROS i la disminucié del potencial
de membrana dels mitocondris (62). A més, un nou estudi va mostrar que tant l'activitat
eliminadora no enzimatica (FRAP) com l'activitat de la SOD eren estimulades a les cel-lules

endotelials aortiques (AOC) amb totes les dosis de NPs-PS (100 nm) examinades (56).

En el present treball, s'observa un patré similar en |'activitat de la SOD en les HUVEC exposades
a NPs-PS de 5 pg/ml i 10 pyg/ml, amb un augment progressiu durant els primers temps
d'exposicio (0, 6, 24h) seguit d'una disminucio6 a les 48 hores. Aixo coincideix amb la tendéncia

general observada en altres estudis on |'activitat enzimatica respon a la preséncia de NPs-PS.
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Pel que fa a I'activitat de la CAT, es veu un pic d'activitat maxima a les 6 hores en les HUVEC
exposades a 5 ug/ml, mentre que en les exposades a 10 pug/ml es confirma l'activacio de la CAT
tot i la fluctuacié dels resultats. Tenint en compte aquestes dades i les obtingudes amb I'MTT,
podem concloure que les HUVEC indueixen una resposta enzimatica antioxidant efectiva, que fa

gue es reverteixi aquest estrés oxidatiu i aixi s’evita la mort cel-lular.

En global, aquestes troballes suggereixen que les NPs poden induir respostes variables d'estrés

oxidatiu i citotoxicitat en funcié de la seva mida, funcionalitat i carrega.

En comparar els resultats del present treball amb I'article sobre les HCASMC tractades amb MPs

de PS, s'observa una clara relacié entre I'EO i la resposta cel-lular a les particules de plastic.

Els resultats de I'article mostren una correlacié moderada entre el penta i les ROS, confirmant
un possible vincle entre aquestes dues variables quan les HCASMC es tracten amb MPs (1 um).
L’article va especular que les HCASMC no van superar la sobreproduccié de ROS, de manera que
es va generar una quantitat detectable de peroxid d'hidrogen (H202) durant les primeres 72

hores d'exposicio (59).

De manera similar, en el present treball, s'ha observat que les HCASMC exposades a NPs-PS de
5 pg/ml i 10 pg/ml mostren una activacio significativa de la SOD, un marcador clau de I'estres
oxidatiu. En el cas de les cél-lules exposades a 5 ug/ml, el pic d'activitat de la SOD es va observar
a les 6 hores, seguit d'una disminucié progressiva. Per les cél-lules exposades a 10 pg/ml, el pic
d'activitat es va situar a les 24 hores, també seguit d'un decreixement. A més, els valors
d'activitat de la SOD eren més elevats en les cél-lules exposades a 10 pg/ml comparat amb les

exposades a 5 ug/ml, indicant una resposta més forta a majors concentracions de NPs-PS.

Pel que fa a l'activitat de la CAT, un altre enzim antioxidant, s'ha observat una fluctuacié en
|'activitat després de I'exposicid a NPs-PS. Per tant, es confirma |’activacid d’una resposta cel-lular
antioxidant, per combatre I'EO, el qual és generat a conseqliencia de I’exposicid als NPs-PS de

100 nm en ambdues concentracions (5 ug/mli 10 pg/ml).

En conjunt, aquestes troballes suggereixen que tant els MPs com els NPs de PS poden induir EO
en les HCASMC, tal com es reflecteix en |'activacio dels enzims antioxidants SOD i CAT. Tot i
aquesta clara activacio enzimatica, les xifres de mortalitat evidencien que la resposta antioxidant
per part dels enzims, no va ser suficient per combatre I’'EO generat per les nanoparticules. Per
tant, cal remarcar I'EO com a mecanisme clau en la citotoxicitat induida per particules de plastic

en cel-lules vasculars.
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6. CONCLUSIO

En conclusid, aquest treball demostra que els NPs-PS de 100 nm provoquen estrés oxidatiu i
respostes antioxidants significatives en cel-lules vasculars HUVEC i HCASMC. Els resultats
mostren una activacié notable dels enzims antioxidants SOD i CAT, amb una major activitat en
les cél-lules exposades a concentracions més altes de NPs-PS. No obstant, en el cas de les
HCASMC no és suficient per prevenir la citotoxicitat, aquest fet s’evidencia per l'increment de la
mortalitat cel-lular en les HCASMC a mesura que augmenta la concentracid i el temps d'exposicio
als NPs-PS. En contrast, les HUVEC no mostren una mortalitat cel-lular significativa després de
I'exposicié als NPs-PS. Aquestes troballes subratllen la importancia de continuar investigant els
efectes dels NPs en la salut cardiovascular i el paper crucial de I'estrés oxidatiu en la citotoxicitat

induida pels NPs.
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