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1. Abstract

Plastic production has increased considerably in recent years, leading to an increase in the
concentration of microplastics in the sea. In this study, the detection methods, distribution and effects
in Mytilus galloprovincialis of two microplastics, polystyrene and polymethilmethacrilate (PMMA),
have been studied. Mussels were exposed during 72 hour to microplastics, and after ingestion, they
were detected and studied under microscope with different histological techniques. Fixed and frozen
samples of gonads, gills and digestive gland were observed microscopically with brighfield and
darkfield illumination. It was determined that the best way to detect microplastics was the use of
frozen samples; although the selection of the stains used for this purpose will depend on the
microplastic being studied. On the other hand, the time for microplastic ingestion was smaller than
those described in other studies. The distribution is not dependent on the microplastic type; but the
size is the major limiting factor. The biomarkers that were used (connective to digestive diverticula
ratio and histochemical techniques) showed, in general, that microplastics produced negative effects in
the digestive gland. The present study is useful to optimize microplastic detection methods, to
determine their distribution, and to identify target tissues or cells and effects in organisms.
Furthermore, this study provides proof of the differences in the effects in organisms depending on the

type of microplastics.

La produccién de plasticos ha aumentado considerablemente en los ultimos afios, dando lugar
a un aumento de la concentracion de microplasticos en el mar. En este trabajo se han estudiado los
métodos de deteccion, distribucion y efectos producidos en Mytilus galloprovincialis por dos tipos de
microplasticos, poliestireno y polimetilmetacrilato (PMMA). Los mejillones fueron expuestos durante
72 horas a los microplasticos para que fuesen ingeridos y posteriormente detectados y estudiados
mediante técnicas histoldgicas. Las muestras fijadas y congeladas de las génadas, branquias y la
glandula digestiva se observaron mediante microscopia optica de campo claro y de campo oscuro. Se
ha determinado que la observacién de las muestras congeladas es la mas adecuada para detectar
microplasticos, aungue las tinciones empleadas para ello dependeran del tipo de microplastico que se
esté estudiando. Por otro lado, se observé que los tiempos de ingestion de microplasticos son menores
gue los descritos hasta el momento y que la distribucion de los microplasticos es dependiente de su
tamafio. Los biomarcadores empleados (ratio del tejido conectivo respecto a diverticulos digestivos y
técnicas histoquimicas) indicaron, en general, que los microplasticos producen efectos negativos en la
digestion. Este trabajo sirve para optimizar métodos de deteccion de microplasticos para determinar su
distribucion, tejidos y células diana y efectos en los organismos. Ademas, aporta evidencias de que

cada tipo de microplastico afecta de manera distinta a los organismos.



2. Introduccién

A lo largo del siglo XX la utilizacién de plasticos ha ido en aumento, lo que ha dado lugar a
un incremento de su produccion de manera considerable desde 1960 hasta 2014, pasando de producir
0,5 a 311 millones de toneladas al afio (PlasticsEurope, 2015). Se estima que un 10% de esta
produccion termina en el mar (Thompson, 2006), por lo tanto la concentracién de plésticos que hay en
este medio es cada vez mayor. La concentracion de plasticos en el mar sigue siendo desconocida, pero
a partir de las mediciones realizadas en diferentes lugares se ha estimado que hoy en dia por cada m?
de costa habria aproximadamente 1,3 plésticos, sin especificar ni el tipo ni el tamafio de los mismos
(GESAMP, 2010).

Actualmente, se conocen aproximadamente 200 familias de pléasticos, que incluyen:
polietileno, polipropileno, poliuretano, etc. (GESAMP, 2010). De acuerdo a Eriksen et al. (2014), los
plasticos pueden clasificarse en funcién de su tamafio en: macro- (>200 mm de diametro), meso- (~5 —
200 mm) o microplasticos (0,33 - ~5 mm). Aunque esta clasificacion es muy variable dependiendo de
los autores, la mayoria coinciden en que los microplasticos son aquellos plasticos de un didmetro
menor a 5 mm (Andrary, 2011). Estudios realizados por Eriksen et al. (2014), muestran que los
plasticos mas abundantes en el mar en relacion a su masa son los macroplasticos, que suponen a un
75,4% de los plasticos totales; el 11,4% y 13,2% corresponde a mesoplasticos y microplasticos,

respectivamente.

Es bien sabido que los macroplasticos que aparecen en el mar son dafiinos e incluso mortales
para los vertebrados que lo habitan (peces, tortugas, aves marinas o mamiferos marinos) ya que,
pueden enredarse con ellos o ser ingeridos poniendo en peligro su vida (Derraik, 2002; GESAMP,
2010). Durante décadas, la preocupacidn se centraba en la presencia de macroplasticos. Sin embargo,
hoy en dia los estudios sobre los microplasticos estan en auge, por las implicaciones ecoldgicas que
parecen tener (GESAMP, 2010). Los microplasticos que aparecen en los ambientes marinos pueden
tener diversos origenes: provenientes de la escorrentia, desgaste de macro- o mesoplasticos, o
directamente de la industria, navios o de algunos productos cosméticos, como pueden ser los
exfoliantes (Andrary, 2011).

Numerosos estudios se han centrado en el efecto de los microplasticos en diversos organismos
marinos: crustaceos, vertebrados, moluscos, etc. (Cole et al., 2011). Muchos de estos estudios se han
realizado en organismos del género Mytilus (Browne et al., 2008; Von Moos et al., 2012; Avio et al.,
2015). Estos organismos son de gran interés en el estudio de la contaminacién, ya que se trata de
invertebrados sedentarios que se alimentan por filtracion, acumulando todos los contaminantes que
hay en el medio que habitan (Bayne, 1976), incluyendo microplasticos. Cuando los organismos son
expuestos a contaminantes se producen alteraciones en las branquias, génadas y en la glandula

digestiva (Zorita et al., 2006; Garmendia et al., 2011; Yavasoglu et al., 2016). La glandula digestiva es



uno de los denominados 6rganos diana para los contaminantes, en la que pueden causar un aumento de
la cantidad de peroxisomas y actividad de enzimas antioxidantes, cambios en la composicion celular
del epitelio, desestabilizacion de la membrana lisosomica en las células digestivas, acumulacion

lipidica intracelular, etc. (Brooks et al., 2011).

Por esa razon, entender el proceso de alimentacion y digestion de los mejillones puede ser de
gran importancia para el estudio de los microplésticos. Este proceso comienza con el filtrado de las
particulas de alimento por accion de las branquias. A continuacion, las particulas se dirigen hacia los
palpos labiales, facilitando su entrada en la boca y dirigiéndolas al eso6fago hasta llegar al estomago,
donde ocurre la digestion extracelular. Los tractos ciliados presentes en el estémago ordenan las
particulas de comida dirigiéndolas a la glandula digestiva o al intestino. (Bayne, 1976; Gosling, 2004).

La glandula digestiva se compone de conductos primarios, secundarios y alveolos. Los
alveolos presentan dos tipos de células que se encargan de la digestion intra- y extracelular; las células
digestivas y basofilas, respectivamente. Las células digestivas recogen el alimento y lo incorporan,
realizando la digestion intracelular en lisosomas. Este podria ser el destino final de los microplasticos
cuando son ingeridos, posiblemente causando efectos en la digestion de los mejillones. Los materiales
de desecho de la glandula digestiva Ilegan hasta el intestino, donde se formaran los desechos y seran
excretados al exterior (Gosling, 2004).

El estudio de la ingestion y acumulacion de los microplasticos es de gran importancia, ya que
estos procesos pueden llevar a un problema ecol6gico importante. Los microplasticos pueden causar
dafios a nivel de individuo y poblacion, tales como, obstrucciones en todo el sistema digestivo, una
reduccion de la capacidad reproductiva o un coste energético mayor relacionado con la digestion
(GESAMP, 2010; Wright et al., 2013). Asimismo, los organismos de los primeros niveles de la cadena
tréfica que ingieren y acumulan microplasticos pueden causar dafios a otros organismos, pues facilitan
la entrada de microplasticos en la red alimenticia (Wright et al., 2013). Asi, los microplasticos podrian
llegar a acumularse en grandes cantidades en los organismos o comunidades bioldgicas de los niveles

troficos superiores (Figueruelo & Davila, 2004).

Otro aspecto a considerar es que se ha descrito cierta capacidad de adsorcion de otros
contaminantes por parte de los microplasticos (Andrary, 2011; Bouwmeester et al., 2015). Estos
contaminantes pueden ser facilmente ingeridos por organismos marinos junto con los microplasticos,
lo que facilita la transferencia de toxinas y contaminantes a diferentes niveles troficos (GESAMP,
2010; Andrary, 2011). Por lo tanto, los organismos de los niveles troficos més bajos representan una
via por la cual los microplasticos y sus contaminantes asociados pueden ser incorporados por otros
organismos (Wright et al., 2013), pudiendo afectar al funcionamiento del ecosistema marino y a las

cadenas troficas (Andrary, 2011). Por ello, para interpretar qué implicaciones ambientales pueden



tener los microplésticos y sus contaminantes asociados es importante conocer sus vias de entrada y

acumulacion.

Los microplasticos presentan una gran variedad de formas, tamafos y composicion (Cole et
al., 2011). Actualmente no existe un método estandarizado para la deteccién de microplésticos, sin
embargo, existen diversas técnicas de deteccion para muestras marinas, de sedimentos y de la biota
(Loder & Gerdts, 2015). Muchos de estos se basan en la fragmentacion de la muestra, sea cual sea su
origen (Loder & Gerdts, 2015), su aislamiento y posterior identificacion y clasificacion (Hartl, 2015).
Para poder identificar y clasificar los microplasticos se emplean principalmente dos métodos
espectroscopicos: espectrofotometria de infrarrojos de transformada de Fourier (FT-IR) y
espectroscopia de Raman (Bouwmeester et al., 2015; Hartl, 2015; Ldéder & Gerdts, 2015). Sin
embargo, los métodos més empleados al ser destructivos (al menos parcialmente) no permiten
relacionar directamente los mecanismos de accion y las células diana de los microplasticos, y por lo
tanto, no nos da informacidn del estado de salud del organismo. Por esa razdn, se estdn comenzando a
emplear métodos alternativos que permiten observar los microplasticos directamente en los
organismos. Para ello, se han desarrollado técnicas de observaciéon a microscopio que incluyen
muestras cortadas a criostato observadas con luz polarizada, iluminacién de campo claro vy

microscopia de fluorescencia (Browne et al., 2008; Von Moos et al., 2012; Avio et al., 2015).

Hasta el momento, los estudios han mostrado una ingestion de microplasticos y una
acumulacién, sobre todo, en la glandula digestiva. Asimismo, se han observado efectos negativos que
estos pueden producir en los organismos (Browne et al., 2008; Von Moos et al., 2012; Avio et al.,
2015). Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para determinar los métodos méas adecuados de

deteccidn, distribucién y efectos de los distintos tipos y tamafios de microplasticos.

El objetivo de este trabajo es poner a punto la metodologia para detectar dos tipos de
microplasticos (poliestireno y polimetilmetacrilato) en Mytilus galloprovincialis, describir su
distribucion celular y tisular, y determinar sus efectos con ayuda de biomarcadores celulares y

tisulares.
3. Materiales y métodos

Debido a la variabilidad, tanto en tamafio como tipo, de microplasticos presentes en el mar se
realizaron dos experimentos, utilizando microesferas de poliestireno y de polimetilmetacrilato
(PMMA).

3.1. Recogida de las muestras

Todos los mejillones fueron recogidos en el estuario de Butrdn, en Plentzia, Vizcaya,
43°24'33.6"N 2°56'51.5"W (Fig. 1). 85 ejemplares fueron recogidos en Febrero de 2015 para el



experimento con microesferas de poliestireno y 42 en Septiembre del mismo afio para el experimento

con microesferas de PMMA.

Figura 1. Estuario de Butron, punto de recogida de las muestras (marcado en rojo). Imagen tomada de

GoogleMaps.

Tras su recogida, los especimenes fueron aclimatados en agua de mar filtrada en circuito
abierto en el PiE (Plentziako itsas Estazioa) durante un periodo de una semana. Durante dicho periodo,
se suministré una toma de comida comercial (Coraliquid, Sera, Heinsberg, Alemania) para evitar el
ayuno durante muchos dias y no deteriorar la salud general de los mejillones. Después, se dejé de

suministrar alimento para limpiar el tracto digestivo.
3.2. Exposicidn a microplésticos y tratamiento de tejidos

Los 85 ejemplares empleados en el experimento con microesferas de poliestireno fueron
divididos en 4 grupos experimentales en botes de 1 I: el grupo control, con agua de mar filtrada en
0,22 um, y los 3 grupos que, ademas de contener agua de mar filtrada en 0,22 um fueron expuestos a
un namero y tamafo distinto de microplésticos comerciales (Alfa Aesar, Ward Hill, Massachusetts,
EEUU). Uno de ellos se expuso a microesferas de 6 um de diametro (20.000 microsferas/ml), otro a

10 pm (20.000 microsferas/ml) y otro a 90 um (350 microsferas/ml).

Al tiempo 0 se tomaron 5 mejillones. A continuacion, los mejillones se introdujeron en los
botes de 1 | y se afiadi6 a cada uno de los grupos la concentracion de microesferas correspondiente, no
afiadiendo nada al grupo control, y se tomaron muestras a las 1, 4, 8 y 72 horas de exposicion. En cada
tiempo se tomaron 5 mejillones de cada grupo experimental (control, 6 pm, 10 um y 90 um) y se

diseccionaron extrayendo la glandula digestiva, branquias y gonadas.

Los 42 ejemplares empleados en el experimento con microesferas de PMMA se introdujeron
en un bote de 2,5 | con agua de mar filtrada en 0,22 um al que se afiadieron 0,5 g de PMMA (aprox.

5.000 microesferas/ml). Estas microesferas fueron cedidas por el Departamento de Quimica Fisica de



la Universidad del Pais Vasco (Prof. José Luis Vilas). El tamafio de las microesferas oscilaba entre 4 y

190 pm de didmetro distribuidas en distintas proporciones (Fig. 2).
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Figura 2. Distribucion de los diametros de los microplasticos de PMMA.

Al tiempo 0 se tomaron 6 mejillones, que corresponderian el grupo control. Después, los
mejillones se introdujeron en el bote de 2,5 |, se afiadieron las microesferas de PMMA y se tomaron 6
muestras a los 5 minutos, 1, 4, 8, 24 y 72 horas de exposicion. A continuacion, se separd el cuerpo del
mejillén de la concha para ser procesado posteriormente.

Junto con la exposicion a las microesferas se afiadieron (incluyendo al grupo control del
experimento con poliestireno) 2 ml de una disolucion de microalgas (Isochrysis galbana a una
concentracién aproximada de 6.000.000 algas/ml) con el fin de estimular la apertura y filtracion de los

mejillones.

Los tejidos diseccionados en ambos experimentos fueron cortados por la mitad. Una mitad fue
fijada en formalina (formaldehido al 4% en agua de mar filtrada) durante 24 horas en una camara
frigorifica a 4°C y después introducidos en etanol 70%; y la otra se congel6 en nitrégeno liquido, a

-196 °C, y se almaceno a — 80 °C para ser cortada mediante criostato.
3.3. Procesamiento de las muestras

En ambos experimentos las muestras fijadas fueron tefiidas con hematoxilina-eosina (H-E) y
las muestras congeladas fueron tefiidas con azul de toluidina para tener una vision topografica de los
microplasticos. No obstante, las muestras congeladas del experimento con poliestireno no se incluyen
en este trabajo. Por otro lado, las muestras congeladas del experimento con PMMA fueron tratadas

con técnicas histoquimicas para la medicion de dos biomarcadores: lipofuscinas y lipidos neutros.
3.3.1. Procesamiento muestras fijadas

Las muestras introducidas en etanol 70% se deshidrataron e incluyeron en el Tissue processor

(Leica ASP300, Leica, Viena, Austria), el proceso realizado se muestra en la Tabla 1. Ulteriormente,



las muestras fueron incluidas en moldes de parafina, se cortaron secciones de 5 um de grosor con el
microtomo (Leica RM2125RTS, Leica, Viena, Austria) y se dejaron secar durante aproximadamente
24 horas a 37°C.

Tabla 1. Procesamiento histolégico del Tissue processor

Paso Tiempo
70% Etanol 1 hora
96% Etanol 1 hora
96% Etanol 1 hora
Etanol absoluto 1 hora
Etano absoluto 1 hora

Xilol:Etanol absoluto en dilucién 1:1 1 hora

Xilol 1 hora
Xilol 1 hora
Parafina (55 - 60°C) 2 horas
Parafina (55 - 60°C) 2 horas
Parafina (55 - 60°C) 2 horas

A continuacion, se realizo la tincion H-E (Leica AutostainerXL, Leica, Viena, Austria) (Tabla
2).

Tabla 2. Tincion Hematoxilina-Eosina

Paso Tiempo Paso Tiempo

1 Xileno 10 min. 12 Carbonato de Litio 10 seg.
2  Xileno 10 min. 13 H,0 1 min.
3  Etanol absoluto 2 min. 14 Eosina 90 seg.
4  Etanol absoluto 2 min. 15 H,0 1 seg.

5  Etanol 96% 2 min. 16 H,0 2 min.
6  Etanol 96% 2 min. 17 Etanol 70% 2 min.
7  Etanol 70% 2 min. 18 Etanol 96% 2 min.
8 H,Od 5 min. 19 Etanol absoluto 2 min.
9  Hematoxilina 4 min. 20 Etanol absoluto 2 min.
10 Alcohol 4cido 10 seg. 21 Xileno 5 min.
11 H,O 5 min. 22  Xileno 5 min.

Para finalizar, se montaron las muestras con medio de montaje DPX (Leica CV5030, Leica,

Viena, Austria) y se comenzé a observar a microscopia optica.



3.3.2. Procesamiento muestras congeladas

Las muestras congeladas fueron cortadas en secciones de 10 um con el criostato (Leica CM
30508S, Leica, Viena, Austria). A continuacidn, se realizo la tincion azul de toluidina y se realizaron

las técnicas histoquimicas de Oil Red O y Lipofuscinas de Schmorl.
3.3.2.1. Azul de Toluidina

Las muestras fueron tefiidas con azul de toluidina al 1% en agua destilada y se montaron con

Kaiser's glycerol gelatine a 37°C.
3.3.2.2. Lipofuscinas de Schmorl

El procesamiento fue realizado siguiendo el protocolo de Brancroft & Gamble (2002). Tras la
fijacion con Baker en formol célcico (pH = 7), se tifieron con el reactivo de Schmorl y, finalmente, se

montaron las muestras con Kaiser's glycerol gelatine a 37°C.
3.3.2.3. Oil Red O (ORO)

El procesamiento fue realizado siguiendo el protocolo de Culling (1974). Tras la fijacion con
Baker en formol célcico (pH = 7), se procedié a tefiir con ORO y el colorante de contraste Fast Green

FCF. Finalmente, las muestras se montaron con Kaiser's glycerol gelatine a 37°C.
3.4. Observacion de las muestras y tratamiento estadistico
3.4.1. Muestras fijadas

Se observo el sexo, presencia de parasitos y estado general de los ejemplares fijandose
principalmente en las génadas, branquias y en la glandula digestiva empleando, exclusivamente, la
microscopia de campo claro. Los estadios gonadales se determinaron teniendo en cuenta los descritos

por Hillman (1993), en los que se pueden diferenciar 6 niveles de desarrollo (Tabla 3).
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Tabla 3. Fase e indice (GI) gonadal segin Hillman (1993).

Fase Gl Descripcion Histoldgica
Gonadas en I 1 Gonadas inactivas. El tejido conectivo puede observarse con facilidad.
reposo
Gonadas en I 2 La gametogénesis ha comenzado pero los gametos no pueden ser
desarrollo diferenciados sexualmente
Il 3 Los foliculos gonadales y el tejido conectivo ocupan el mismo area. Los
gametos pueden diferenciarse facilmente. Los foliculos presentan
gametos en desarrollo y maduros.
Goénadas maduras IV 5 Las gonadas estan completamente desarrolladas y los foliculos ocupan la
mayor parte del manto. Los foliculos presentan gametos maduros.
Puesta de los \Y 4,3,2 La puesta de gametos ha comenzado, pero los gametos todavia estan
gametos , pjresentes e’n los foliculos. .
Vi 0 Sélo se observan foliculos vacios con algunos gametos residuales

El ratio CTD, tejido conectivo intersticial respecto a diverticulos digestivos, fue empleado
como biomarcador para conocer el estado de los mejillones, aportando informacién sobre la integridad
de la glandula digestiva. Para ello, se calcul6 el porcentaje que ocupaba el tejido conectivo intersticial
respecto a los diverticulos digestivos y se realizd un andlisis de la varianza de un factor (ANOVA) y
un andlisis post hoc, Duncan, con el programa SPSS v.22 (IBM, SPSS Statistics), ambas con un nivel
de significacion de 0,05. El calculo se realiz6 tomandose fotos a un aumento 20x mediante
microscopia de campo claro en 3 zonas seleccionadas de la glandula digestiva de cada muestra. Por
medio de un sistema de analisis de imagen, Image J (National Institutes of Health, USA), se midi6 la
proporciéon de células baséfilas (b), células digestivas (d) y los limenes de los diverticulos (I).
Posteriormente se calcul6 la proporcién de tejido conectivo intersticial (c) haciendo 100 — (b + d + I).
Finalmente se calculd el ratio CTD = ¢/ (b + d + 1) (Brooks et al., 2012).

3.4.2. Muestras congeladas

Con la tincion de azul de toluidina se contabilizaron las microesferas y se observo su posicion

en los tejidos. Este proceso también se realizd con las muestras para ORO y Schmorl.

Por otra parte, en las muestras tefiidas con Schmorl se calcul6 la proporcion de lipofuscina
(VVLP) en la muestra respecto al tejido epitelial. Lo mismo se realiz6 con las muestras tefiidas con
ORO, pero para conocer a proporcion de lipidos neutros (VVNL) respecto a la de tejido epitelial. Para
ello, se empleé microscopia Optica de campo claro y un sistema de analisis de imagen, Image J
(National Institutes of Health, USA). Los resultados se compararon a los distintos tiempos por medio
de un andlisis de la varianza de un factor (ANOVA) con el programa SPSS v.22 (IBM, SPSS

Statistics) y un anélisis post hoc, Duncan, ambas con un nivel de significacion de 0,05.
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4. Resultados
4.1. Deteccion de microplasticos

Los dos tipos de micropléasticos, poliestireno y PMMA, han sido detectados a microscopia
Optica en muestras congeladas (Fig. 3). En las muestras fijadas, en cambio, no se han observado los
microplasticos como tal, pero si sus efectos en la glandula digestiva. Asi, en las muestras fijadas sélo
se observd la presencia de microplasticos que se encontraban recubiertos por material que estaba
siendo digerido o de un tamafio suficientemente grande como para deformar los tejidos de los

mejillones.

En las muestras fijadas del experimento con poliestireno sélo se detectd la presencia de
microplasticos en el grupo expuesto a microesferas de 90 um de diametro (Fig. 3A). En las muestras
fijadas del experimento de PMMA (Fig. 3B) se detectaron microplasticos de tamafio variado, todos

ellos de un didmetro mayor a 30 um, si bien pudieron detectarse algunos de 10 pum.

Figura 3. (A) Deteccion de microesferas de poliestireno con tincién H-E tras 1 hora de exposicion. Deteccion
de microesferas de PMMA con (B) tincién de H-E tras 4 horas de exposicidn, y tras 24 horas de exposicién con
(C) tincidn de azul de toluidina y (D) tincion de ORO empleando la iluminacién de campo oscuro. Las
microesferas se encuentran marcadas mediante un asterisco o flecha.

Por otro lado, en las muestras congeladas las microesferas de PMMA se observaron de manera
directa tanto a microscopia de campo claro como de campo oscuro. Sin embargo, se observaron

variaciones a la hora de detectar los microplésticos en funcién de la tincién realizada. En las muestras
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tefiidas con ORO (Fig. 3D) y Schmorl los microplésticos se detectaron facilmente a campo claro y
campo oscuro, en este Ultimo las microesferas mostraban refringencia lo que permitié su réapida
deteccion. En las muestras tefiidas con azul de toluidina (Fig. 3C), por el contrario, las microesferas de
PMMA eran menos refringentes que en las muestras de ORO y Schmorl. Por consiguiente, su
deteccion fue mas sencilla con la iluminacion de campo claro, en el que aparecen en algunos casos,

inserciones del tinte en el propio microplastico.

Los tamafios de los microplésticos que se detectaron en las muestras congeladas fueron
variados, desde microesferas de gran tamafio (méaximo 130 um) a pequefias (< 10 pm).

4.2. Distribucion de microplasticos en los tejidos

Las microesferas fueron detectadas al poco tiempo de ser expuestas: pasada una hora el 80%
de los individuos expuestos a microesferas de poliestireno de 90 um las presentaban, y a los 5 minutos
el 66,67% de los ejemplares del experimento con PMMA (Fig. 4). Ademas, el tiempo que los
microplasticos permanecieron en los ejemplares fue distinto en ambos microplasticos. Tras 72 horas
de exposicidn, la proporcién de individuos que presentaban microplasticos de poliestireno era la
misma que cuando empezaron a observarse; mientras que en el caso de las microesferas de PMMA a
partir de las 8-24 horas el nimero de microesferas fue en descenso hasta detectarse Unicamente en el
17% de las muestras de 72 horas.
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Figura 4. Porcentaje de ejemplares con microesferas de (A) poliestireno de 90 um de diametro y (B) PMMA
que presentan microplasticos.

Por otro lado, los lugares de deteccién de microplésticos fueron variados (Fig. 5). En el
experimento con poliestireno sélo se contaba con las muestras fijadas, de modo que la deteccion de los

microplasticos fue mas limitada que en el experimento con PMMA.
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Figura 5. Deteccién de microesferas de poliestireno con tincion H-E tras 1 hora de exposicién (A) en
estémago/intestino y (B) en conductos digestivos. Deteccion de microesferas de PMMA con tincion H-E (C) en
intestino/estémago tras 1 hora de exposicion y (D) tras 8 horas en conducto digestivo; con tincion azul de
toluidina tras 1 hora en (E) tejido conjuntivo, (F) epitelio del conducto digestivo y tras 4 horas en branquia (G) y
con tincion ORO en branquia (H). Los microplasticos se encuentran marcados mediante asterisco o flecha. En la
imagen B se observa una barra de escala de 100 um que nos indica el tamafio aproximado de la microesfera.
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En el experimento con poliestireno Unicamente pudo confirmarse la presencia de
microplasticos en el intestino, estdmago (Fig. 5A) y los conductos primarios de la glandula digestiva
(Fig. 5B). También se observaron marcas circulares en otros tejidos pero no se pudo corroborar que se
tratase de microesferas.

En el experimento con PMMA los lugares en los que se detectaron las en las muestras fijadas
fueron los mismos que para el poliestireno (conductos primarios, estdmago e intestino) (Fig. 5C y D).
En las muestras congeladas, los microplasticos se detectaron ademas de en los lugares observados en
las muestras fijadas, en las branquias, tejidos conjuntivo, en los epitelios de los conductos de la
glandula digestiva (Fig. 5E, F y G) y en las inmediaciones de la génada, aunque este tltimo caso no es

tan evidente.

En ambos experimentos, aunque con las microesferas de PMMA de forma maés clara, se
observo cémo los microplasticos de mayor tamafio se encontraban exclusivamente en el intestino,
estdbmago, conductos mas grandes y branquias; mientras que, los microplasticos de menor tamafio
(menos de 20 um, aprox.) ademas de encontrarse en todos estos lugares aparecen en el tejido

conjuntivo, epitelio digestivo, conductos secundarios e inmediaciones de la génada.
4.3. Estudio de los efecto de los microplasticos

No se observaron diferencias significativas en el desarrollo gonadal a lo largo de cada
experimento. La mayoria de los ejemplares estudiados en el experimento con poliestireno se
encontraban en fases de maduracién, mientras que, los del experimento con PMMA se encontraban en
la fase de puesta o comienzo del desarrollo gametogénico. Las excepciones observadas en cada uno de
los experimentos estaban representadas por ejemplares infectados por parésitos o con gonadas

atrésicas (Fig. 6).

Figura 6. (A) Granulocitoma en la glandula digestiva. Parasitos en la glandula digestiva: (B) Nematopsis y (C)
Metacercaria. (D) Génada con atresia y necrosis.
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Por otro lado, el ratio CTD resulté no variar a lo largo del tiempo en el experimento con
poliestireno (p > 0,05, Fig. 7 y 8). Sin embargo, se observaron diferencias entre el ratio CTD a lo largo
del tiempo entre los ejemplares control y los expuestos a microplésticos. En el grupo control el ratio
fue muy variable en todos los tiempos. Asimismo, se observo un incremento del ratio a las horas 1 y 4
de exposicion respecto a los tiempos 0, 8 y 72 horas. En los ejemplares expuestos a microplasticos en
cambio, las variaciones fueron relativamente bajas en todos los tiempos y las medias del ratio se

mantuvieron practicamente constantes.

Figura 7. Glandula digestiva del experimento de poliestireno tras (A) 0 horas y (B) 72 horas de exposicion a
microesferas de 90 um de didmetro; y del experimento de PMMA tras (C) 0 horas y (D) 72 horas. Notese que en
el experimento con poliestireno al comienzo y final del experimento el espacio que ocupan los diverticulos
digestivos es semejante, mientras que en el experimento con PMMA a las 72 horas el espacio que ocupan los
diverticulos digestivos es considerablemente menor que a las 0 horas. Barra de escala: 50 pm.
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Figura 8. Ratio del tejido conectivo respecto a los diverticulos digestivos (ratio CTD) en la glandula
digestiva del experimento con poliestireno. (A) Grupo control; y grupos expuestos a microesferas de poliestireno
de (B) 6um, (C) 10um y (D) 90um de diametro. En el diagrama de cajas aparecen representados: la mediana
(linea dentro de la caja), percentil 25 y 75 (parte inferior y superior de la caja), percentil 5y 95 (bigote inferior y

superior) y valores atipicos y extremos (circulos).

El ratio CTD tampoco vari6 a lo largo del tiempo en el experimento con PMMA (p > 0,05)

(Fig. 7y 9). Sin embargo, se observaron diferencias en cuanto a la variabilidad de las muestras. A las

4 horas se observ6 una gran variabilidad adquiriendo valores del ratio mas altos que el resto.
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Figura 9. Ratio del tejido conectivo respecto a los diverticulos digestivos (ratio CTD) en la glandula
digestiva del experimento con PMMA. En el diagrama de cajas aparecen representados: la mediana (linea dentro
de la caja), percentil 25y 75 (parte inferior y superior de la caja), percentil 5y 95 (bigote inferior y superior) y
valores atipicos y extremos (circulos).

Finalmente, en este mismo experimento se observo la proporcion de lipofuscinas y lipidos
neutros (Fig. 10) en las muestras congeladas y se midio el Vv(LP) y Vv(NL) (Fig. 11). El anélisis
ANOVA de un factor indicé que el Vv(LP) era similar para todos los tiempos (p > 0,05), pero el
analisis post hoc Duncan indicd que existian diferencias significativas entre los tiempos 0 y 72 horas
de exposicién (Fig. 11A). Por el contrario, la medicién de Vv(NL) indicd que no existian diferencias

significativas en cuanto a la proporcion de lipidos neutros a lo largo del tiempo (p > 0,05, Fig. 11B).
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Figura 10. Glandula digestiva expuesta a microesferas de PMMA y tefiida mediante la tincién para lipofucsinas
tras (A) 0 horas y (B) 72 horas, y tefiidas mediante ORO tras (C) 0 hora y (D) 72 horas. Noétese que la cantidad
de lipofuscinas al inicio del experimento es mucho mayor que a las 72 horas, mientras que la cantidad de lipidos
neutros no varia. Barra de escala: 100 pum.
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Figura 11. Densidad del volumen de lipofuscinas (A) y de lipidos neutros (B) en la glandula digestiva
de los ejemplares del experimento con PMMA. En el diagrama de cajas aparecen representados: la mediana
(linea dentro de la caja), percentil 25 y 75 (parte inferior y superior de la caja), percentil 5y 95 (bigote inferior y
superior) y valores atipicos y extremos (circulos). Los asteriscos indican una diferencia significativa a un nivel
de p<0,05.

5. Discusién
5.1. Deteccion de los microplasticos

En los altimos afios el interés por los microplasticos esta creciendo. Para poder estudiar su
distribucion y efectos en los organismos es necesario contar con métodos de deteccion de
microplasticos eficientes. Los métodos mas empleados hasta ahora son, al menos parcialmente,
destructivos y no permiten relacionar directamente los efectos causados en los organismos por la
ingestion de microplasticos. Por esa razon, es necesario el desarrollo de métodos alternativos que
permitan observar los microplasticos directamente en los organismos. Las técnicas microscopicas son
un instrumento muy poderoso que ya han sido empleados de manera satisfactoria en muestras cortadas
con el criostato y observadas con luz polarizada, iluminacion de campo claro y microscopia de
fluorescencia (Browne et al., 2008; Von Moos et al., 2012; Avio et al., 2015).

En este trabajo se ha determinado que las muestras fijadas no son una buena eleccién para
observar los microplasticos. S6lo puede detectarse su presencia debido a la deformacion que sufren los
tejidos por las microesferas durante el proceso de fijacion. Muchas de las deformaciones observadas
son circulares. No obstante, algunas no lo son, lo que puede deberse a la compresion sufrida por los
tejidos al ser fijados. Sin embargo, debido a su tamafio, distribucién y morfologia del epitelio
intestinal, del estobmago o de los propios conductos que los rodean consideramos que se trata de
microplésticos. La causa por la cual los microplasticos se lavan en el procesamiento todavia es

desconocida, pero el xilol, sustancia que se utiliza en el procesamiento, es uno de los solventes que
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disuelve el poliestireno extruido (Garcia et al., 2009), lo que explica la no presencia de microplasticos

en las muestras procesadas para parafina y tefiidas con H-E.

Por otro lado, se ha demostrado que tanto la microscopia de campo claro como la de campo
oscuro, no descrita hasta el momento, son buenas elecciones a la hora de observar microplasticos de
PMMA en muestras congeladas. Estudios paralelos realizados en el laboratorio han confirmado que
ocurre lo mismo con las microesferas de poliestireno. Sin embargo, se ha determinado que
dependiendo del micropléastico las tinciones y condiciones de iluminacion empleadas deberan ser
distintas. A pesar de no ser tinciones topograficas, las microesferas de PMMA se observan mejor a
microscopia de campo oscuro para las muestras de ORO o Schmorl, en las que los microplasticos son
refringentes. Desconocemos por qué las microesferas de PMMA congeladas y tefiidas con azul de
toluidina muestran menor refringencia a microscopia de campo oscuro; pero puede deberse a que el
tinte recubre las microesferas, como puede observarse con las inserciones del tinte en el interior del
microplastico, impidiendo su refraccion de luz. En las microesferas de poliestireno, por el contrario, la
mejor manera de detectar los microplasticos es a microscopia de campo claro u oscuro con la tincion

de azul de toluidina.

Ademas, otros estudios realizados en el laboratorio han determinado que la microscopia de luz
polarizada también es adecuada para la deteccion de microplasticos. No obstante, las microesferas de
poliestireno muestran una mayor refringencia que las de PMMA, lo que indica que esta técnica es mas

valiosa para la deteccion de poliestireno que para PMMA.

Los resultados indican que los métodos microscopicos son Utiles para la deteccion de
microplasticos sin necesidad de dafar tejidos. De este modo, pueden ser estudiados de manera mas
exhaustiva y obtener informacion sobre los tejidos diana y sobre sus posibles efectos en los
organismos. Sin embargo, dependiendo de los microplasticos empleados, hay unos métodos mas
adecuados que otros para su deteccion, probablemente debido a las propiedades quimicas que pueden

interaccionar con los tintes.
5.2. Distribucion de los microplasticos en los tejidos

Estudios previos demostraron la ingestion de microesferas tras 3 y 12 horas de exposicion para
el polietileno y poliestireno, respectivamente (Browne et al., 2008; Von Moos et al., 2012). En el
presente experimento se ha determinado que los tiempos de ingestion son considerablemente menores
a los descritos hasta el momento. Las microesferas de poliestireno se observaron tras 1 hora de

exposicion, mientras que las de PMMA se observaron a los 5 minutos.

Por otro lado, los tiempos de prevalencia en los organismos parecen variar con el tipo de
micropléastico. La prevalencia de las microesferas de PMMA fue baja pasadas 72 horas, en las

microesferas de poliestireno, en cambio, fue elevada. Esto Ultimo ya se habia observado previamente
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en otros estudios, en los que las microesferas de poliestireno permanecian en los organismos al menos
48 dias (Browne et al., 2008).

Estas diferencias podrian deberse a propiedades quimicas variables entre los microplasticos.
No obstante, hay que tener en cuenta que también pueden deberse a que en el experimento con
poliestireno las concentraciones de microesferas a las que fueron expuestos los mejillones fueron

mayores que en el experimento con PMMA.

Por otra parte, la distribucion de los microplasticos ha sido descrita sobre todo en la glandula
digestiva: en el lumen del intestino, conductos primarios y secundarios, y en las vacuolas de las células
digestivas (Browne et al., 2008; Von Moos et al., 2012; Avio et al., 2015). Asimismo, se han
encontrado en la hemolinfa, branquias y tejido conectivo (Browne et al., 2008; Von Moos et al., 2012;
Avio et al., 2015), pero no de manera tan generalizada como en los tejidos anteriores. La distribucion
observada en este trabajo se ajusta a lo descrito en estudios previos. Vista la distribucion de los
microplasticos, entendemos que su ingestion es la misma que para los alimentos, pero con la
limitacion de que los microplasticos no son digeridos y su distribucién se encuentra limitada por su
tamafio. Esto explicaria que los microplasticos mas grandes se queden en cavidades de gran tamafio,
como el lumen de conductos primarios, intestino o estomago. Las microesferas de menor tamafio
(menos de 20 um, aprox.), por el contrario, son capaces de penetrar en otros tejidos, lo que explicaria

su amplia distribucion en el organismo.

La facilidad que presentan las microesferas de menor tamarfio respecto a las de mayor tamafio
para atravesar el epitelio intestinal y llegar a otros compartimentos ha sido descrita por Browne et al.
(2008). La distribucién de las microesferas por el organismo puede ser debida a la introduccion de
microplasticos en el interior de los hemocitos por un proceso de fagocitosis (Browne et al., 2008; Von
Moos et al., 2012). Esto explicaria la translocacion sélo de los microplasticos mas pequefios, a tejidos

distintos al lumen de los conductos, intestino y estdmago.
5.3. Estudio de los efectos de los microplasticos
5.3.1. Ratio CTD

Los cambios en la integridad de la glandula digestiva debido a los contaminantes pueden
cuantificarse mediante el ratio CTD. Un aumento en este ratio indicaria que se esta produciendo un
descenso de la integridad de la glandula digestiva, por lo que, en presencia de contaminantes es
frecuente observar valores del ratio méas altos (Brooks et al., 2012). No obstante, este aumento también
puede deberse a estrés ambiental, sin necesidad de la presencia de contaminantes (Mugica et al.,
2015).
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En las muestras expuestas a poliestireno no se han encontrado cambios significativos en el
ratio CTD, lo que nos indica que los microplasticos no modifican la integridad de la glandula digestiva
en un periodo de 72 horas. Sin embargo, si se perciben diferencias en este ratio entre el grupo control
y los grupos expuestos a microplasticos.

En una situacion normal se produce un cambio en el sistema endolisosomico de las células
digestivas durante las siguientes 4 horas desde el momento de haber ingerido el alimento, lo que
indicaria que el tiempo de digestion puede ser de aproximadamente 4 horas (lzagirre, 2007). En el
grupo control del experimento con poliestireno se observa un aumento de la variabilidad del ratio CTD
a las 4 horas de comenzar el experimento, lo que puede estar relacionado con una intensificacion en el
proceso de digestion. Los individuos que captarian la comida rapidamente a las 4 horas se encontrarian
con una mayor cantidad de tejido conectivo (lo que daria lugar a un aumento del ratio CTD), mientras
que los individuos que captasen la comida mas tarde se encontrarian en fases de la digestion mas
tempranas adquiriendo valores del ratio CTD maés bajos, ya que tendrian una mayor proporcién de

diverticulos digestivos. Esto explicaria el aumento de la variabilidad a las 4 horas.

En las muestras del experimento con poliestireno expuestas a microesferas, por el contrario,
no se observa este patron de cambios en el ratio CTD. Mientras que el grupo control sufre cambios en
el ratio a lo largo del tiempo, los ejemplares expuestos a microplésticos tienen una tendencia mas
lineal, que podria indicar que la digestion no se esta realizando o esta hasta cierto punto limitada.
Estos resultados muestran que las microesferas de poliestireno entorpecen de alguna manera el

proceso de digestion en la glandula digestiva.

Los ejemplares del experimento con PMMA en cambio, parece que tienen un comportamiento
semejante al del grupo control del experimento con poliestireno, lo que permite deducir que estos
microplasticos no afectan al proceso de digestion o que estas microesferas no producen dafios en la
glandula digestiva. Si bien son necesarios mas estudios en profundidad para comprobar el efecto de

diferentes microplasticos en la digestion.
5.3.2. Lipofuscinas y lipidos neutros

Las lipofuscinas y lipidos neutros son biomacadores muy utilizados porque indican una
respuesta a contaminantes (Moore et al., 2008). Sin embargo, hasta el momento no se han detectado
cambios significativos en estos biomarcadores en relacion a los microplasticos (Von Moos et al.,
2012; Avio et al., 2015).

Las lipofuscinas son los productos de la degradacion oxidativa de lipidos y proteinas. Su
composicion es variable, pero se encuentran compuestos principalmente por triacilglicéridos, &cidos
grasos, colesterol y fosfolipidos, aunque también aparecen aminoacidos, carbohidratos y algunos

metales (Terman & Brunk, 2004). Un aumento de la cantidad de lipofuscinas en la glandula digestiva
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puede estar relacionado con la contaminacion (Moore et al., 2008). A pesar de ello, en los estudios
realizados con microplésticos no se ha detectado dicho aumento (Von Moos et al., 2012; Avio et al.,
2015). En el presente estudio, en cambio, se observa un descenso de lipofuscinas tras la exposicion a
microesferas de PMMA entre los tiempos 0 y 72 horas.

En la tincion histoquimica de Schmorl no todos los elementos tefiidos corresponden a
lipofuscinas, algunos de ellos pueden ser autofagolisosomas o lisosomas en distintos estados de
degradacion. Los mejillones pertenecientes al tiempo O permanecieron 3-4 dias en ayuno, lo que
habria dado lugar a un aumento de autofagolisosomas y, consecuentemente, un Vv(LP) elevado.

El descenso observado a las 72 horas, por su parte, podria ser debido a dos procesos: el cese de
la digestion y/o la liberacion de lipofuscinas. Debido al disefio experimental del trabajo los mejillones
solo fueron alimentados al inicio del experimento (después de la recogida de los ejemplares del tiempo
0). Al principio, los mejillones ingeririan rapidamente la comida, provocando un aumento de
lisosomas y haciendo que el Vv(LP) continuase siendo alto a pesar de la reduccién de la cantidad de
autofagolisosomas. A medida que el experimento avanzase la cantidad de alimento descenderia,
ocasionando un cese de la digestién y provocando que a las 72 horas sélo quedasen tefiidas mediante
esta técnica las lipofuscinas, reduciendo el VVv(LP). Por otra parte, las lipofuscinas podrian liberarse
junto con las heces tras la digestion, reduciendo asi el VVv(LP).

Ninguno de estos dos procesos, al tratarse de procesos naturales, constituiria un dafio para el
organismo, de modo que estos resultados nos estarian indicando que las microesferas de PMMA no
son perjudiciales para los organismos, por lo menos, a las concentraciones empleadas y en un periodo

de 72 horas. No obstante, los resultados no son concluyentes y se precisan nuevos estudios.

Por otro lado, los lipidos neutros se almacenan en la glandula digestiva y son utilizados como
material de reserva en la gametogénesis durante otofio e invierno, o para hacer frente a los periodos de
estrés (Gosling, 2004). Cuando se producen alteraciones en las células digestivas o hay contaminacion
se produce una acumulacion anormal de lipidos neutros insaturados (Moore, 1988; Moore et al.,
2008). Esto hace que sea un buen indicador de la exposicién a algunos contaminantes, como los
hidrocarburos (Marigbmez & Baybay-Villacorta, 2003). Al igual que en estudios anteriores con
microplasticos (Von Moos et al., 2012; Avio et al., 2015), no se han observado diferencias en cuanto a
la cantidad lipidica en las glandulas digestivas. Por lo tanto, los microplasticos de PMMA no producen
un estrés lo suficientemente grande como para inducir la acumulacién de lipidos ni digerirlos a corto

plazo.

Los tres biomarcadores han revelado nuevamente las diferencias existentes entre los dos
microplasticos empleados, el poliestireno y el PMMA. Mientras que las microesferas de poliestireno

dificultan el proceso de digestion, las de PMMA permiten que éste siga ocurriendo. Asimismo, los
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valores de lipofuscinas y lipidos neutros en el experimento realizado con PMMA indican que el
funcionamiento de la glandula digestiva no se ve comprometido por la presencia de microplasticos. No
obstante, como ya se ha mencionado anteriormente, estas diferencias podrian deberse a las distintas

concentraciones de microplasticos en ambos experimentos o0 a sus distintas propiedades quimicas.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran diferencias en la deteccion, distribucion y
efectos en Mytilus galloprovincialis relacionadas con el tipo de microplésticos. Ahora bien teniendo en
cuenta la morfologia y composicion variable de los microplasticos en el campo, y los conocimientos
sobre tiempos de persistencia, modo y tiempos de digestion, distribucion y efectos, concluimos que
son necesarios estudios més detallados. Desde un punto de vista ecolégico, una mayor investigacion
en este campo podria garantizar el buen funcionamiento de las comunidades bioldgicas, detener los
procesos de bioacumulacién y biomagnificacion, frenar la entrada de contaminantes asociados en los
organismos, etc. Por ello, es necesario profundizar mas en el estudio de los microplasticos tanto en el

género Mytilus como en otros organismos pertenecientes a la biota marina.
6. Conclusién

e Los métodos de deteccién son dependientes del tipo de microplastico.

e Las muestras congeladas son adecuadas para la observacion de microplasticos.

e Laingestion de los microplasticos se produce de una manera rapida.

e La distribucién de los microplasticos depende del tamafio de los mismos. Los microplasticos
de menos de 20 um (aprox.) se encuentran en tejido conectivo, epitelio y conductos mas
pequefios; mientras que los de un tamafio mayor se encuentran en estdmago, intestino y
conductos mas grandes de la glandula digestiva.

e Se han observado diferencias en los tiempos de permanencia y efectos inducidos por las
microesferas de poliestireno y PMMA. Asi los mejillones expuestos a microesferas de
poliestireno presentan mayores alteraciones y mayor persistencia de microplasticos, pero estas

diferencias pueden estar mas relacionadas con la concentracion que con la composicion.
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