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Resumen del trabajo

La presencia de microplasticos (MPs), y en particular de nanoplésticos (NPs), en los alimentos
es un tema emergente que aiin presenta importantes lagunas de conocimiento, especialmente en
lo relativo a sus posibles efectos sobre la salud humana. Se ha observado que, cuando los NPs
entran en contacto con proteinas, pueden inducir la formacion de una corona proteica, lo que
podria modificar tanto las propiedades de los NPs como el comportamiento bioldgico de las
proteinas implicadas. Este trabajo se centra en el estudio de la interaccion entre NPs de
poliestireno y proteinas alimentarias presentes en extractos de clara de huevo (EW) y de gamba

(SE).

Se trabajo con distintas relaciones proteina:NPs (140:1, 14:1, 1,4:1 y 0,14:1) en tampones con
pH 7y 3, utilizando NPs de 27 nm. Con el objetivo de analizar como se forma la corona proteica
y qué parametros influyen en su formacion, se optimizé un modelo experimental que permite
cuantificar de forma indirecta las proteinas adsorbidas a los NPs, mediante el ensayo
colorimétrico BCA (4cido bicinconinico). Ademas de la cuantificacion, se midid el pH de las
muestras y su influencia en la adsorcion proteica. Finalmente, las proteinas unidas a los NPs se

caracterizaron mediante electroforesis.

Aunque los resultados obtenidos no permiten establecer conclusiones definitivas, el estudio
ofrece observaciones relevantes, como la posible presencia de ovotransferrina y ovoalbtimina
en las coronas de EW, y plantea la necesidad de continuar investigando en este campo. La
comprension de estos mecanismos resulta esencial para evaluar los posibles riesgos de los NPs

en la salud humana y su impacto en la calidad y seguridad alimentaria.

PALABRAS CLAVE: nanoplasticos (NPs), corona proteica, adsorcion, clara de huevo (EW),
extracto de gamba (SE), cuantificacion proteica.



1. Introduccion

En las tultimas décadas, la produccion mundial de pléstico ha aumentado de manera
exponencial, alcanzando en 2023 una cifra aproximada de 413,8 millones de toneladas métricas
(Statista, 2025). Este incremento no ha ido acompanado de un sistema de gestion de residuos
eficaz, lo que ha dado lugar a una acumulacion masiva de desechos en el medioambiente.
Asimismo, los plasticos pueden absorber contaminantes organicos persistentes (POP), lo que
incrementa su larga vida media, su toxicidad y su capacidad de transporte y acumulacion en

diversos ecosistemas (Mamun et al., 2023; Janani et al., 2024).

La mayoria de los plasticos que se consumen actualmente son resistentes a la biodegradacion,
lo que impide su eliminacién natural. En condiciones ambientales, sufren procesos de
fragmentacion inducidos por radiacion ultravioleta, oxidacion atmosférica o hidrolisis,
generando particulas mas pequefias denominadas microplasticos (MPs), de tamafio inferior a 5
mm, y nanoplasticos (NPs), de tamafio inferior a I um (Siddiqui et al., 2023; Vethaak & Legler,
2021). Sin embargo, este proceso no implica una degradacion completa, ya que las particulas
resultantes persisten en los ecosistemas, y se acumulan en el aire, en el suelo, en el agua y en

los seres vivos (Figura 1A) (Siddiqui et al., 2023).

Se estima que entre 4 y 12 millones de toneladas métricas de plasticos son vertidas a los océanos
cada afio, lo que favorece su dispersion en el ambiente y su incorporacion a la cadena trofica
marina (Siddiqui et al., 2023). Existen grandes limitaciones metodolégicas para su
identificacion, especialmente en el caso de los NPs, ya que algunas de las técnicas utilizadas
como la espectroscopia Raman, la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
y la microscopia electronica, presentan dificultades técnicas que complican una cuantificacion
precisa, especialmente en matrices complejas como alimentos y tejidos humanos (Mariano et
al., 2021; Ivleva, 2021). No obstante, a pesar de estas limitaciones, se han detectado MPs y NPs
en organismos acuaticos, aguas potables, alimentos, aire y productos de uso diario, lo cual
sugiere que estos materiales estan presentes practicamente en todos los entornos (Vethaak &

Legler, 2021).

Esta situacion ha generado una creciente preocupacion por la exposicion humana a estas
particulas, ya que también se han detectado en muestras bioldgicas humanas como sangre o
heces (Leslie et al., 2022; Feng et al., 2023). Todo ello ha generado un debate activo sobre los

riesgos potenciales para la salud, especialmente en lo que respecta al sistema digestivo,



considerado la principal puerta de entrada al organismo (Prata et al., 2020; Campanale et al.,

2020).

La ingesta representa el principal punto de exposicion humana a MPs y NPs (Krishna de
Guzman et al., 2023), seguida de la inhalacion y el contacto dérmico (Prata et al., 2020). Estas
particulas han sido identificadas en productos alimentarios ampliamente consumidos, como
mariscos, pescado, sal, azlicar, frutas, verduras, agua embotellada y bebidas alcoholicas. Por
ejemplo, se han estimado concentraciones de hasta 32,27 particulas por litro en bebidas
alcohdlicas, 1,48 particulas por gramo en marisco y, en un experimento con 259 botellas de
agua, se detectaron particulas plasticas en el 93% de las muestras analizadas (Yee et al., 2021).
También se ha demostrado que el envasado en plastico puede contribuir significativamente a la
contaminacion de los alimentos (Zuri et al., 2023). Por ejemplo, una sola bolsa de té de nailon
puede liberar hasta 11.600 millones de MPs y 3.100 millones de NPs durante su infusion, una
cantidad que evidencia que incluso objetos tan comunes como una bolsa de té pueden ser una

fuente importante de exposicion a MPs y NPs (Hernandez et al., 2019).

En cuanto a la poblacion infantil, estudios recientes han estimado que el uso de biberones de
polipropileno puede exponer a los lactantes a entre 1 y 6 millones de particulas por litro de
formula infantil (Li et al., 2020), lo que representa una exposiciéon muy alta (Mohamed Nor et
al., 2021). Este dato adquiere especial relevancia dado el desarrollo inmaduro del sistema

inmunologico y digestivo en esta etapa.

Los efectos toxicos de los MPs y NPs en la salud humana se clasifican en tres categorias: fisicos,
quimicos y bioldgicos (Blackburn & Green, 2022). Fisicamente, pueden producir abrasion del
epitelio intestinal, aumento de la permeabilidad intestinal y dafio estructural en 6rganos como
el intestino y el higado (Blackburn & Green, 2022; Qiao et al., 2019). Quimicamente, estos
materiales actian como fuente de aditivos toxicos afiadidos durante su fabricacién, como
ftalatos, bisfenol A (BPA) y retardantes de llama (PBDE). Estos compuestos, incorporados
durante la fabricacion, al no estar covalentemente unidos a la matriz plastica, pueden liberarse
facilmente y han sido asociados a efectos endocrinos, reproductivos, neurolégicos e
inmunolégicos (Blackburn & Green, 2022; Kannan & Vimalkumar, 2021; Zimmermann et al.,
2021). Ademas, los MPs y NPs también pueden unirse a metales pesados como el arsénico o
el mercurio, lo que aumenta su toxicidad y riesgo de efectos adversos severos (Liu et al., 2021;

Yang et al., 2022).



Biologicamente, se ha descrito que los MPs y NPs pueden formar biopeliculas, también
denominadas “plastisferas”, albergando microorganismos patdgenos, incluyendo bacterias del
género Vibrio y cepas resistentes a antibidticos (Blackburn & Green, 2022; Jia et al., 2024).
Asimismo, se ha observado su capacidad de modular la microbiota intestinal, favoreciendo el
crecimiento de bacterias proinflamatorias y disminuyendo la diversidad de especies
beneficiosas (Souza-Silva et al., 2022). Ademas, se ha detectado que algunas bacterias pueden

adherirse a las particulas plasticas (Tamargo et al., 2022).

Debido a su reducido tamafio, gran area superficial y alta capacidad de adsorcion, los NPs
pueden interaccionar con biomoléculas como proteinas, lipidos o 4cidos nucleicos en entornos
bioldgicos. Cuando las proteinas se adhieren a su superficie, se forma una estructura conocida
como “corona de proteinas” (Zhou, Yu, Luan, & Dai, 2022; Saptarshi, Duschl, & Lopata, 2013;
Zanganeh et al., 2016). Una vez que los NPs entran en contacto con el entorno, las proteinas
comienzan a recubrirlos. Se ha evidenciado que estas coronas pueden fusionarse entre si,
alterando la forma o la estructura de las propias proteinas. Esta fusion parece estar mediada por
las proteinas adheridas, que pueden agregarse hasta bloquear conductos por los que circulan
fluidos. El proceso ocurre con la aproximacion de dos NPs recubiertos por una corona,
favorecida por una atraccion proteina-proteina no especifica. En una primera etapa, se forma
una estructura filamentosa que conecta ambos NPs. A continuacidon, se produce una
reorientacion de la corona, lo que provoca un aumento del grosor de la union hasta producir
coalescencia entre los dos NPs. Las particulas fusionadas adquieren una corona con multiples
capas de proteinas. Posteriormente se observa un notable incremento en la dimension de las
particulas como resultado de la coalescencia sucesiva. El tamafio final depende de factores
como el tiempo, la cantidad de NPs y la concentracion de proteina, pudiendo llegar a multiplicar
su tamafio varias veces (Gopinath et al., 2019). La corona proteica confiere a las particulas
plasticas una nueva identidad, lo que les permite evadir el sistema inmunolégico, prolongar su
tiempo de circulacion en el organismo, o incluso interferir con procesos moleculares y celulares.
Ademas, pueden inducir toxicidad celular, ya que interrumpen la actividad mitdtica y provocan
efectos citotoxicos (Gopinath et al., 2019). Asimismo, se ha documentado que, tras una
digestion simulada, los MPs pueden adquirir coronas proteicas, alterando su interaccion con las

células intestinales y la digestibilidad, potenciando efectos proinflamatorios (Liu et al., 2020).

Las coronas proteicas se diferencian en dos tipos: “soft corona” o corona blanda, caracterizada
por una unién mas laxa de proteinas a la superficie de las particulas; y la “hard corona” o corona

dura, formada por una capa més densa y estable de proteinas fuertemente adheridas (Figura



1B) (Kihara et al., 2020). En el caso de la soft corona, independientemente del tamafio, carga
de los NPs o tipo de proteina, las estructuras secundarias de las proteinas se ven levemente
modificadas, lo que sugiere una interaccion menos invasiva. En cambio, la hard corona induce
cambios conformacionales en las proteinas, alterando significativamente su estructura y
produciendo modificaciones potencialmente dafiinas para las células. Cabe destacar que las
particulas mas pequefias provocaron cambios mas agresivos que las de mayor tamano, lo que

sugiere un mayor potencial dafiino (Kihara et al., 2020; Fleischer & Payne, 2014).
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Figura 1. Ciclo de los microplasticos y nanoplasticos en el medio ambiente y formacion de coronas proteicas. (4)
Se muestra su origen industrial, degradacion ambiental, entrada en la cadena alimentaria, bioacumulacion en
humanos y (B) su interaccion con proteinas, que da lugar a la formacion de coronas proteicas duras (hard) y
blandas (soft). Elaboracion propia con BioRender.com

Por otro lado, los MPs y NPs que se liberan al medio marino suelen ser ingeridos por
organismos acuaticos. Estos animales, que pueden convertirse en alimento para los seres
humanos, acttian como una de las vias de entrada de las particulas plasticas al cuerpo. Una vez
consumidos, las particulas pueden ser internalizadas en nuestro organismo, donde podrian

recubrirse con coronas proteicas formadas a partir de proteinas mayoritarias presentes en el



entorno biologico, como el tracto digestivo. Asimismo, las proteinas mas abundantes en los
alimentos suelen corresponder a los principales alérgenos alimentarios conocidos (Molina &
Benedé, 2022; Cui, Su, & Tan, 2022). Este hecho podria modificar la digestibilidad de los
alérgenos o podria implicar un aumento en la absorcion intestinal de estos, lo que a su vez
favoreceria una sensibilizacion del sistema inmunoldgico. Esta hipdtesis coincide con
observaciones clinicas que indican una mayor permeabilidad intestinal en pacientes con alergias
alimentarias (Molina & Bened¢, 2022; Samadi, Klems, & Untersmayr, 2018). Asimismo, se ha
descubierto que los NPs recubiertos de coronas proteicas, ya sea antes de ingresar al organismo
o tras su exposicion al plasma humano, tienen la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica (Abdolahpur Monikh et al., 2024; Kopatz et al., 2023). Esto sugiere que sus
efectos podrian extenderse a otros sistemas del cuerpo, lo que recalca la necesidad de una

evaluacion profunda de sus posibles consecuencias fisiologicas.

Ante esta problematica emergente, este Trabajo de Fin de Grado se centra en analizar la
formacion de coronas proteicas en nanoplasticos de poliestireno al interactuar con proteinas
alergénicas de clara de huevo y gamba, contribuyendo asi al conocimiento cientifico sobre los

comportamientos de estas particulas en entornos bioldgicos de interés alimentario.

2. Objetivos

Objetivo general:

Dada la frecuente presencia de NPs en alimentos y bebidas, la ingestion representa una de las
principales vias de exposicion humana a estos. Sin embargo, el conocimiento actual sobre sus
interacciones con proteinas alimentarias especificas, asi como sobre su impacto en la estructura
y funcionalidad de dichas proteinas, sigue siendo limitado. Este Trabajo de Fin de Grado tiene
como objetivo principal contribuir al entendimiento cientifico de esta problematica emergente,
mediante el analisis de la formacion de coronas proteicas sobre NPs de poliestireno en contacto
con proteinas presentes en alimentos de consumo habitual. Para alcanzar este objetivo general,
se plantean los siguientes objetivos especificos que permitiran abordar la problematica desde

una perspectiva experimental y aplicada:

e Optimizar un modelo experimental para cuantificar y caracterizar la formacion de
coronas proteicas sobre nanoplasticos de poliestireno de 27 nm, utilizando proteinas

alimentarias comunes, como las presentes en clara de huevo y en gamba.



e Evaluar la influencia del pH en la formacion y composicion de coronas proteicas
e Analizar la influencia del tipo de proteina en la formacioén de la corona, comparando
proteinas procedentes de alimentos cominmente contaminados como el huevo y la

gamba.

3. Materiales y métodos

3.1 Materiales, reactivos v equipos

En todos los experimentos se utilizaron nanoplasticos de poliestireno de 27 nm suministrados

por Bangs Laboratories (PS02001).

El fosfato de sodio monobasico (NaH2POs4, P5379) y fosfato de sodio dibasico (NazHPOs,
S9390), glicina (G7126; PM: 75,05 g/mol), clorhidrato de Trizma® (Tris-HCI pH 6.8, T3253-
1kg), B-mercaptoetanol (M3148) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. Dodecilsulfato so6dico
(SDS, 151-21-3) y azul de bromofenol (1081220005) se compraron en Merck. La glicerina
(141339) fue obtenida en Panreac. El colorante BlueSafe (MB15201) fue suministrado por
Nzytech.

El kit de ensayo BCA Pierce™ (Cat. no. 23225) fue obtenido en Thermo Fisher Scientific. Los
geles Criterion™ XT Bis-Tris al 12% (#3450117), el tampén 20x XT MOPS (Acido 3-(N-
morfolino)propanosulfonico) Running Buffer Kit (#1610793) y el marcador de peso molecular
Precision Plus Protein™ Dual Xtra Prestained Protein Standards (#1610377) fueron

proporcionados por Bio-Rad.

Los equipos utilizados fueron: Nanodrop obtenido a través de Thermo Fisher Scientific y el

lector de placas BioTek Cytation 5 procedente de Agilent Technologies.

El liofilizado de clara de huevo (Egg White, EW), al 77% de proteina, y el extracto de gamba
(Shrimp Extract, SE), al 76% de proteina, fueron preparados previamente y no formaron parte

del trabajo experimental desarrollado en este Trabajo de Fin de Grado.

3.2 Ensavo de formacion de coronas proteicas

Con el fin de estudiar el efecto de la relacion proteica en la formacion de coronas, se prepararon
mezclas de EW y SE con nanoplasticos en agua Milli-Q, tampoén fosfato 20 mM a pH 7 (468
mg de NaH>PO4 y 1,63 g de NaHPO4 en 500 mL H>O Milli-Q) y tampon de glicina 20 mM a
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pH 3 (0,75 g de glicina en 500 mL H,O Milli-Q), a diferentes relaciones proteina:NPs (140:1,
14:1,1,4:1y 0,14:1). Ademas, se incluyeron controles de proteina sin NPs y de NPs sin proteina
en cada ensayo. Las muestras se incubaron a 25 °C a 250 rpm durante 30 minutos, 1,2, 4,6y
24 horas. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 33.000 g durante 15 minutos
a 25 °C. A continuacidn, se recogid el sobrenadante para su posterior analisis mediante
espectrofotometria a 280 nm y ensayo BCA. Con respecto a los pellets, se realizaron tres
lavados con 500 pL de H>O Milli-Q y se centrifugaron bajo las mismas condiciones que el resto
de las muestras. Los pellets se resuspendieron en tampon de carga de electroforesis (1 mL 0,5M
Tris-HCI, 1,6 mL SDS 10%, 0,8 mL de glicerol, 0,32 mL B-mercaptoetanol, 0,4 mL 0,05% azul
de bromofenol y 3,8 mL H>O Milli-Q) y se conservaron para su posterior analisis por

electroforesis.

3.3 Cuantificacion de proteinas no unidas a las coronas de NPs

Para la cuantificacion de proteinas unidas a los NPs se empled un enfoque indirecto, basado en
la determinacion de la fraccion de proteinas no unidas a las coronas. Cuantificando las proteinas
presentes en el sobrenadante, se estimé por diferencia la cantidad de proteinas adsorbidas a los
NPs. Para ello, se midié la absorbancia a 280 nm utilizando un espectrofotometro de
microvolumen (Nanodrop). Ademas, se empled el método del BCA, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para el ensayo, se prepararon diluciones seriadas de cada muestra previamente
obtenida. A continuacion, se transfirieron 25 pL de cada dilucidn a una placa de 96 pocillos, y
se afiadieron 200 pL de solucidn de reaccion a cada pocillo. La placa se incubd a 37 °C durante
30 minutos para permitir el desarrollo de la reaccién colorimétrica. Finalmente, se midio la

absorbancia a 562 nm utilizando el lector de placas BioTek Cytation 5.

3.4 Caracterizacion de proteinas unidas mediante electroforesis en gel

Para la caracterizacion de las proteinas adsorbidas a los nanoplasticos, se llevo a cabo una

electroforesis en gel de poliacrilamida.

Los pellets obtenidos en el ensayo de formacion de coronas proteicas, previamente disueltos en
tampon de carga para electroforesis, se calentaron a 95 °C durante 10 minutos para favorecer la
desnaturalizacion de las proteinas. Junto a las muestras experimentales, se incluyeron tres
controles: uno con NPs (20.000 ng/mL), y dos con los liofilizados de las proteinas alimentarias

(EW y SE) a una concentracion de 1 mg/mL cada una.
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Se cargaron 10 pL del marcador de peso molecular y 20 pL de cada muestra en un gel de
poliacrilamida al 12 %. Se afiadié tampon de electroforesis preparado con 25 mL de 20x XT
MOPS Running Buffer y 475 mL H>O Milli-Q hasta cubrir completamente el gel y se realizo
la electroforesis. Una vez finalizada, el gel fue tefiido con el colorante BlueSafe mediante
agitacion suave a 40 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, el gel se lavo 5
veces con H>O Milli-Q para eliminar el exceso de colorante y se adquirié una imagen digital

del mismo.

3.5 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando GraphPad Prism v10.1 y Microsoft Excel. Los
resultados se expresan como la media + error estandar de la media (SEM). Para las
comparaciones entre cada grupo experimental y su respectivo control, se aplicé la prueba t de
Student para muestras independientes. Se consideraron diferencias estadisticamente

significativas aquellas con un valor de p <0,05.

4. Resultados y discusion

4.1 Cuantificacion de proteinas no adsorbidas mediante absorbancia a 280 nm

Estudios previos han confirmado que los NPs son capaces de interactuar con proteinas presentes
en entornos biologicos, formando coronas proteicas (Kihara et al., 2020). Este fenémeno puede
modificar el comportamiento biologico y toxicologico de las particulas, ya que les confiere una

nueva identidad biologica (Zhou et al., 2022).

Con el objetivo de estimar la cantidad de proteina unida a los nanoplasticos, se emplearon NPs
de poliestireno de tamafio muy reducido (27 nm), dado que se ha descrito que su toxicidad

aumenta a medida que disminuye el tamafio (Kihara et al., 2020).

Inicialmente, se establecieron cuatro relaciones proteina:NPs utilizando liofilizado de EW
disuelto en H,O Milli-Q. Las proporciones se redujeron en potencias de 10. La relacion 140:1,
se eligid6 como punto de partida por su equivalencia con una ingesta diaria estimada de 100
gramos de proteina y 0,71 g de NPs (Wu, 2016; Senathirajah et al., 2021). A partir de esta
relacion, se probaron las proporciones de 14:1, 1,4:1 y 0,14:1, siendo esta tltima una relacion

muy elevada, pero seleccionada por su similitud con la empleada por Gligorijevic et al. (2024)
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en estudios con microplasticos (1:10). Se incluyé también un control sin la adicion de NPs.
Ademas, se analizo el efecto del tiempo de incubacion sobre la cantidad de proteina adsorbida,

evaluando las muestras a 30 minutos, 1, 2, 4, 6 y 24 horas.

El pH de las mezclas de proteina:NP se encuentra recogido en el Anexo 1. El liofilizado de EW
disuelto en H>O Milli-Q presentaba un pH inicial de 10. Tras la adicion de los NPs, se observo
una disminucion del pH, especialmente en las muestras con mayores concentraciones de NPs.
Para comprobar el origen de este efecto, se midid el pH de dos diluciones independientes de
NPs en agua, correspondientes a las concentraciones utilizadas en las relaciones 1,4:1y 0,14:1,
confirmando que el efecto acidificante era atribuible a los NPs. Estos pueden portar distintos
grupos funcionales, como carboxilos (-COOH) o aminos (-NH»2), que otorgan una carga
superficial positiva o negativa a las particulas (Wang et al., 2024). Aunque no se conoce la carga
exacta de los NPs utilizados, se ha descrito que los NPs con carga positiva pueden inducir

efectos toxicos, estrés oxidativo y dafio mitocondrial (Teng et al., 2022; Xia et al., 2006).

A continuacién, para cuantificar la concentracién de proteina libre en los sobrenadantes
obtenidos tras la incubacion, se midié la absorbancia a 280 nm mediante el espectrofotometro
Nanodrop, como método rapido de estimacion. Dado que la absorbancia a esta longitud de onda
es directamente proporcional a la concentracién de proteinas, esta técnica permitiria estimar
indirectamente la cantidad de proteina no unida. La diferencia entre la concentracion inicial de
proteina afadida y la que no se uni6 a los NPs proporcionaria una estimacion de la proteina que

se unio adecuadamente a los NPs.

Los resultados obtenidos (Figura 2) reflejan la evolucion temporal de la absorbancia de
proteinas no adsorbidas para cada relacion proteina:NPs. Las relaciones 140:1 y 14:1 no
mostraron variaciones significativas respecto al control, presentando valores relativamente
constantes. La proporcion 1,4:1 registr6 valores ligeramente superiores al control, mientras que
la relacion 0,14:1 presentd absorbancias significativamente mas elevadas, incluso superiores al
doble del valor del control. Esta tendencia coincide con el descenso del pH, lo que sugiere que

un ambiente mas acido podria estar interfiriendo en la adsorcion proteica a los NPs
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Figura 2. Cuantificacion de proteinas no adsorbidas tras la incubacion con nanopldsticos. Evolucion temporal
de la concentracion de proteinas no adsorbidas en el sobrenadante, tras la incubacion de clara de huevo con
nanoplasticos de poliestireno (27 nm) a diferentes relaciones proteina:NPs (140:1, 14:1, 1,4:1 y 0,14:1). La
cuantificacion se realizo mediante absorbancia a 280 nm utilizando el espectrofotometro Nanodrop. El control
corresponde a muestras de proteina sin adicion de nanoplasticos. Las mediciones se realizaron a 30 minutos, 1,
2,4, 6y 24 horas.

4.2 Evaluacion mediante absorbancia a 280 nm de la adsorcion proteica en condiciones

fisiologicas simuladas

Posteriormente, se llevd a cabo un segundo ensayo utilizando el medio tamponado a pH 7, con
el objetivo de simular el pH del intestino delgado. En este experimento, se midi6 el pH antes y
después de la incubacion para evaluar la estabilidad del medio, observandose que el tampon
fosfato fue capaz de mantener el pH constante, incluso a concentraciones elevadas de NPs

(Anexo 2), por lo que no fue necesario ajustarlo.

En la Figura 3 se muestran los resultados obtenidos del ensayo de formacién de coronas con
EW en tampon fosfato, donde las absorbancias de los sobrenadantes mostraron una tendencia
lineal en las muestras con relaciones 140:1 y 14:1, siendo practicamente idénticas al grupo
control. Al igual que en el ensayo anterior, las muestras con menores concentraciones de
proteinas (1,4:1 y 0,14:1) presentaron valores de absorbancia mas elevados que el control,
especialmente la relacion 0,14:1. Esto podria indicar que, a concentraciones elevadas de NPs,
estos interfieren en la medicion espectrofotométrica, posiblemente debido a que permanecen en

suspension en el sobrenadante.
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Figura 3. Cuantificacion de proteinas no adsorbidas en coronas formadas con EW y nanopldsticos en tampon
fosfato (pH 7). Sobrenadantes obtenidos tras la incubacion con distintas relaciones proteina:NPs (140:1, 14:1,
1,4:1, 0,14:1) y control sin NPs, medidos a 280 nm para cuantificar proteinas no adsorbidas. Las muestras fueron
incubadas durante 30 minutos, 1, 2, 4, 6 y 24 horas. Los datos representan la media +SEM de dos experimentos.

Para comprobar la posible interferencia de las NPs, se realizaron mediciones de absorbancia
utilizando dos diluciones: una de 1/50 y otra de 1/5. La dilucidon 1/50 corresponde a la
concentracion de NPs afiadida en las muestras con relacion 1,4:1, mientras que la concentracion
1/5 corresponde a la utilizada en la muestra 0,14:1. En el caso de la concentracioén 1/50, tanto
el espectro como el valor de absorbancia fueron similares a los observados en la muestra 1,4:1.
Lo mismo se observo entre la concentracion 1/5 y la muestra 0,14:1 (ver espectros en el Anexo

3), lo que confirma la presencia de NPs en el sobrenadante.

4.3 Comparacion de la adsorcion proteica entre diferentes extractos alimentarios

Tras estas observaciones, se decidid modificar algunos pardmetros del ensayo de equilibrado
de coronas. En primer lugar, se establecié un tiempo de incubacion tnico de 4 horas para todas
las muestras. Esta decision se fundamentd en dos razones principales. Por un lado, los datos
obtenidos en ensayos previos (Figura 2 y Figura 3) mostraron que, a partir de las 4 horas, la
absorbancia se estabilizaba sin variaciones significativas. Por otro lado, este tiempo
corresponde aproximadamente a la duracion de los procesos digestivos en el intestino delgado

y en el estdbmago, lo que permite una simulacion fisiologica. En segundo lugar, se optd por
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eliminar la relacion 0,14:1 de los ensayos posteriores, ya que generaba interferencias en las

mediciones de absorbancia.

Ademas, se incorpord el uso de tampon glicina a pH 3, con el fin de simular condiciones acidas
similares a las del estdmago. En el nuevo disefio experimental, los liofilizados de EW y SE, se
disolvieron tanto en tampon fosfato como en tampdn glicina. No obstante, al intentar disolver
EW en el tampon glicina a pH 3, se observd que la proteina no se solubilizaba adecuadamente
y precipitaba, por lo que esta condicion fue descartada. De este modo, los ensayos finales se
realizaron con las siguientes combinaciones: EW en tampdn fosfato a pH 7, SE en tampon

fosfato a pH 7 y SE en tampon glicina a pH 3.

Una vez preparadas las soluciones proteicas en los respectivos tampones, se observd que la
mezcla de SE con tampon glicina provocaba una elevacion del pH, por lo que fue necesario

ajustarlo nuevamente a pH 3 para mantener las condiciones experimentales.

Para comparar diferentes extractos alimentarios, se midié la absorbancia a 280 nm de los
sobrenadantes, tras diluir las muestras 1/8 con el fin de reducir la interferencia de los NPs,
aunque continuaron afectando la lectura. En el caso del extracto de EW a pH 7 (Figura 4A),
las absorbancias correspondientes a las relaciones 140:1 y 14:1 fueron menores que las del
control, mientras que la relacion 1,4:1 fue considerablemente mas elevada. Un patrdn similar
se observo en el extracto de SE a pH 7 (Figura 4B), donde las muestras con relaciones mas
altas de proteina fueron comparables al control, pero la muestra con mayor concentracion de
NPs mostr6 una desviacion notable. En el extracto de SE a pH 3 (Figura 4C), las absorbancias
fueron mas bajas en comparacion con los demds ensayos, y en este caso, la relacion 1,4:1 no

mostr6 una diferencia tan pronunciada respecto al control, aunque seguia siendo mas elevada.
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Figura 4. Comparacion de la absorbancia de proteinas no adsorbidas en condiciones de digestion simuladas.
Concentraciones de proteina (ug/mL) estimadas en los sobrenadantes tras incubacion con nanoplasticos de
poliestireno (27 nm) durante 4 horas. (4) Clara de huevo en tampon fosfato (pH 7); (B) Extracto de gamba en
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tampon fosfato (pH 7), (C) Extracto de gamba en tampon glicina (pH 3). Los valores fueron obtenidos a partir de
las absorbancias a 280 nm, tras diluir las muestras 1/8 para reducir la interferencia optica de los NPs.

A pesar de la dilucion previa y la exclusion de la condicion 0,14:1, se observaron
concentraciones anomalamente elevadas en las muestras 1,4:1, especialmente en los extractos
de EW y SE a pH 7. Estos resultados sugieren que las NPs continuaron interfiriendo en la lectura
espectrofotométrica, lo que limita la fiabilidad del método para la cuantificacion proteica en

presencia concentraciones elevadas de NPs.

4.4 Evaluacion de la adsorcion proteica en condiciones fisiologicas simuladas mediante ensayo
BCA

Debido a estas limitaciones de la absorbancia a 280 nm, se opt6 por emplear el método BCA
como alternativa para cuantificar las proteinas presentes en los sobrenadantes. Este método
bioquimico permite determinar la concentraciéon de proteinas mediante una reaccion en dos
etapas: en primer lugar, los enlaces peptidicos de las proteinas reducen los iones Cu?* del sulfato
de cobre (IT) a Cu*, y posteriormente, dos moléculas de acido bicinconinico quelan cada ion
Cu*, formando un complejo de color plrpura con maxima absorbancia a 562 nm. Se trata de
una técnica colorimétrica sencilla, sensible y reproducible, adecuada para la cuantificacion

fiable de proteinas (Cortés-Rios et al., 2020).

Cabe destacar que, en el caso especifico de las muestras de SE a pH 3, fue necesario ajustar el
pH a 7 antes de aplicar el método BCA, ya que el medio acido interfiere en la reaccion
colorimétrica, impidiendo la reduccién del cobre, generando interferencias con el reactivo y

alterando los resultados de la medicion (Smith et al., 1985).

A partir de los resultados obtenidos, se observéd un patron de adsorcion dependiente del pH y
del tipo de extracto proteico. En el ensayo con EW a pH 7 (Figura 5A), los valores oscilaron
entre 11,90 y 14,169 pg/mL, sin diferencias significativas respecto al control. En contraste, el
ensayo con SE mostro una reduccidon significativa de proteina libre en dos condiciones
especificas. A pH 7 (Figura 5B), la relacion 14:1 presenté una diferencia estadisticamente
significativa frente al control; sin embargo, la magnitud de esta diferencia fue baja. A pH 3
(Figura 5C), la muestra 1,4:1 mostr6é una disminucion significativa, lo que sugiere una mayor

adsorcion proteica en condiciones acidas.
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Para descartar una posible interferencia de los NPs en el método BCA, se analizaron dos
diluciones de NPs correspondientes a las muestras de 14:1 y 1,4:1. Las concentraciones
obtenidas fueron bajas y variables, tanto en las proporciones equivalentes a EW como a SE en

ambos pH, lo que indica que su contribucion a las lecturas fue minima (Figura SD)
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Figura 5. Concentracion de proteinas no absorbidas en sobrenadantes cuantificados mediante el método de
BCA. Los valores representan la concentracion de proteinas (ug/mL) obtenida tras 4 horas de incubacion con
nanoplasticos de poliestireno (27 nm), en diferentes condiciones de pH y tipo de extracto proteico. (4) Clara de
huevo en tampon fosfato (pH 7); (B) Extracto de gamba en tampon fosfato (pH 7); (C) Extracto de gamba en
tampon glicina (pH 3); (D) Diluciones de NPs en diferentes condiciones de pH, utilizadas como control para
evaluar posibles interferencias en el ensayo. Todos los datos son las medias + SEM de 3 experimentos
independientes. Se realizo el analisis estadistico mediante T-Student y la significancia fue *p < 0,05 con respecto
al control.

En conjunto, los datos indican una interaccion significativa entre los NPs y las proteinas

unicamente en SE a pH 4cido, particularmente en la condicion 1,4:1.
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4.5 Andalisis electroforético de proteinas adsorbidas a nanoplasticos

A partir de estos resultados, se seleccionaron las muestras de EW apH 7y SE apH 7 y 3 para
su posterior analisis mediante electroforesis. Con el fin de caracterizar las proteinas adsorbidas
a los NPs, los pellets obtenidos tras centrifugacion fueron sometidos a tres lavados consecutivos
con H>O Milli-Q, con el objetivo de eliminar las proteinas débilmente unidas (soft corona) y
conservar Unicamente las proteinas firmemente adsorbidas (hard corona). Se analizaron
muestras con EW y SE, ademas de controles adecuados para cada extracto: el liofilizado

disuelto en tampon de carga, el control sin NPs y un control con solo NPs.

En el gel correspondiente a EW (Figura 6A), se utiliz6 el liofilizado de EW disuelto en tamp6n
de carga como control del perfil proteico. Este gel proporciond referencias cualitativas
importantes, ya que se observo una banda intensa en torno a ~14 kDa, correspondiente a la
lisozima, en el control de EW sin NPs. Esta banda también estaba presente con gran intensidad
en las muestras 140:1 y 14:1, especialmente en esta ultima. En la muestra 1,4:1 la banda fue
visible, aunque con menor intensidad. Cabe destacar que la lisozima es una proteina con un
punto isoeléctrico muy elevado (>10), lo que puede influir en su comportamiento (Yao et al.,
2022). Por otro lado, se observo una banda muy intensa en torno a ~77 kDa, correspondiente a
la ovotransferrina, tanto en el liofilizado de EW disuelto en el tampdn como en las muestras
14:1y 1,4:1. Asimismo, se detectaron bandas intensas correspondientes a la ovalbumina (~45

kDa) en las mismas muestras: liofilizado de EW, 14:1 y 1,4:1.

Estos resultados sugieren que la lisozima podria haber precipitado durante la incubacion en
tampon fosfato. Gligorijevic et al. (2024) describio la union de la lisozima a los MPs, sefialando
su alta afinidad por las particulas. No obstante, el estudio realizado en este trabajo se llevo a
cabo con MPs, no con NPs, y se centr6 especificamente en la interaccion de las particulas con
la ovoalbimina, aunque posteriormente también analizaron el comportamiento de las coronas
con extracto de EW. Ademas, no someticron los controles a las mismas condiciones
experimentales que sus muestras, lo que impide asegurar si la deteccion de la lisozima se debid
a una unioén especifica a los MPs o a una posible precipitacion. Aunque no puede descartarse
completamente su adsorcion, la intensidad de la banda en el control sin NPs sugiere que su
presencia en el pellet podria deberse principalmente a una precipitacion inespecifica, y que

probablemente no forme parte principal de la hard corona.

Por otro lado, las bandas correspondientes a ovotransferrina y ovalbiimina, ademas de estar
presentes en el liofilizado, aparecen principalmente en las muestras con mayor proporcion de

NPs. Esto sugiere que dichas proteinas podrian estar uniéndose activamente a las particulas, ya
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que sus bandas en el control sin NPs son practicamente inexistentes. Esta interaccion podria

estar mediada por caracteristicas como el tamafio, la estructura o la afinidad superficial de las

proteinas.

En la electroforesis del SE (Figura 6B), se observaron diversas bandas caracteristicas, entre las
cuales destacaron dos en la region de 35-50 kDa, atribuibles a tropomiosina y arginina quinasa,
dos de los principales alérgenos presentes en la gamba (Li et al., 2020; Xu et al., 2022). No
obstante, las bandas fueron similares en todos los carriles, tanto a pH 7 como a pH 3, por lo que
no es posible extraer conclusiones firmes respecto a la adsorcion proteica. Esto sugiere que, si
bien no puede descartarse una cierta adsorcion de proteinas a la superficie, también es probable

que se haya producido una precipitacion inespecifica durante la incubacién y la centrifugacion.
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Figura 6. Andlisis electroforético de proteinas adsorbidas a nanoplasticos. (1) Gel de electroforesis con muestras
de clara de huevo (EW) incubadas con nanoplasticos en tampon fosfato (relaciones 140:1, 14:1, 1,4:1), junto con
el extracto proteico completo y controles (sin NPs y NPs solos). (B) Gel de electroforesis con muestras de extracto
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de gamba incubadas con NPs en tampon fosfato (pH 7) y glicina (pH 3), en relaciones proteina:NPs de 140:1,
14:1 y 1,4:1, incluyendo los respectivos controles y un pocillo con NPs sin proteina. Las imdgenes muestran el
perfil de proteinas firmemente adsorbidas (hard corona) tras eliminacion de la soft corona mediante lavados.
(Desert et al., 2001; Zhao et al., 2021). EW7: EW a pH 7; Extr. EW: liofilizado EW disuelto en tampon de carga,
EW7 C: control de EW a pH 7; SE7: SE a pH 7; SE3: SE a pH3; SE: extracto de gamba disuelto en tampon de
carga; SE7 C: control SE a pH 7; SE3 C: control SE a pH 3; NPs: nanoplasticos disueltos en tampon de carga.

Se incluyd un control de NPs sin proteina. Aunque no se observaron bandas proteicas, si se
detecté acumulacion en la parte superior del pocillo, indicando que los NPs no migraron en el
gel. Este efecto también se observo en algunas muestras de SE, posiblemente debido a la
presencia de NPs o a dificultades en la resuspension completa de los pellets, especialmente a
pH 3. Dado que este método no permite distinguir con certeza entre proteinas adsorbidas y

precipitacion, se recomienda repetir la electroforesis con optimizacion adicional.

El extracto de gamba sigue siendo de especial interés, ya que, aunque no se dispone de estudios
previos sobre coronas proteicas formadas con este alimento, se reconoce ampliamente su
alergenicidad (Su et al., 2024). Profundizar en la interaccidn entre proteinas alergénicas y NPs
resulta relevante por sus posibles implicaciones en la absorcion intestinal y en la respuesta

inmunolégica.

Los resultados experimentales, junto con la escasa bibliografia disponible sobre la formacion
de coronas proteicas en nanoplasticos, especialmente en relacion con las proteinas utilizadas en
este estudio, evidencian una importante laguna de conocimiento en este campo. Por ello, se
requiere una investigacion mas profunda para comprender mejor las dinamicas de adsorcion,

composicion y posibles implicaciones bioldgicas de estas coronas proteicas.

4.6 Contribucion del estudio a los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)

El andlisis de esta problematica se enmarca, ademas, dentro del compromiso con los Objetivos
de Desarrollo Sostenible establecidos por la Organizacion de las Naciones Unidas. Este trabajo

contribuye de manera directa a los siguientes objetivos:

e ODS 3: Salud y bienestar Este estudio evalia la posible exposicion humana a
nanoplasticos a través de la dieta, asi como sus implicaciones en la absorcion intestinal
y en la respuesta inmunoldgica, factores clave para la salud ptblica.

e ODS 12: Producciéon y consumo responsable. Los resultados ponen en relieve la

necesidad de implementar politicas mas estrictas sobre el uso de plasticos y fomentar
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alternativas sostenibles, destacando el vinculo entre la contaminacion pléstica y la
seguridad alimentaria.

e ODS 14: Vida submarina. Al considerar la presencia de nanoplésticos en productos de
origen marino y su paso a lo largo de la cadena trofica, este trabajo contribuye a la

comprension del impacto de la contaminaciéon marina en la salud humana.

5. Conclusiones

1 -. Para optimizar un modelo experimental que permita cuantificar las proteinas unidas a las
coronas mediante la medicion indirecta de las proteinas no adsorbidas, se identifico el ensayo
BCA como el método mas adecuado. Se descart6 la medicion por absorbancia a 280 nm debido
a la interferencia provocada por los NPs, los cuales presentan limitaciones asociadas a su
tamano, ya que no pueden ser eliminados eficazmente mediante métodos convencionales de

separacion.

2 -. Se observo una influencia significativa del pH en las proteinas del extracto de EW, que
tienden a precipitar en medios 4cidos. Los ensayos con EW y SE a pH 7 pudieron llevarse a
cabo correctamente, al igual que el ensayo con SE a pH 3. No obstante, se detectaron diferencias
en los resultados en funcioén del tampoén utilizado. En el caso de SE a pH 3, la muestra con
relacion 1,4:1 parece ser la Uinica en la que se evidencia una adsorcion significativa de proteinas

a los NPs.

3 -. La ovotransferrina y la ovoalbiimina parecen ser las principales proteinas del extracto de
EW que se adsorben a los NPs, formando parte de la corona proteica, ya que se detectan en las
muestras con mayor concentracion de nanoparticulas. Por el contrario, otras proteinas no se
unen a las particulas, sino que precipitan posiblemente debido a su inestabilidad en las

condiciones del medio.
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Anexos

Anexo 1. Tabla de pH de ensayo equilibrado de coronas con H>O Milli-Q

140:1 14:1 1,4:1 0,14:1 Control NPs 1/50  [NPs 1/5
30 min 7,56 6,7 73 2,89 6,95 3,05 1,7
1 h 7,85 7,24 7,2 2,43 7,58
2h 747 7,54 6,16 2,74 7,17
4h 7,55 7,68 6,5 2,59 6,52
6h 6,88 7,38 6,9 2,99 6,7
24 h 7,28 7,22 7,07 3,35 6,77

Anexo 2. Tabla de pH de ensayo equilibrado de coronas con tampon fosfato (pH 7)

140:1 14:1 1,4:1 0,14:1 Control
30 min 7,34 6,9 7,27 6,64 7,06
lh 7,17 7,37 6,6 7,1 7,05
2h 7,15 7,1 5,94 6,81 7,43
4 h 6,89 7,07 6,75 6,77 6,82
6 h 6,99 7,35 6,84 6,4 7,11
24 h 6,94 7,1 6,85 6,68 7,37

Anexo 3. Ejemplo de espectros de la absorbancia de las muestras del ensayo equilibrado de

coronas con EW y tampon fosfato (pH 7)

EW:NP

Controles NP

140:1 14:1 1,4:1 0,14:1
\ 1 /] ‘\
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