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Resumen

En la ultima década, ha crecido la preocupacion por la presencia de microparticulas
plasticas en los ecosistemas marinos, principalmente, por su capacidad de adsorber
otros contaminantes quimicos sirviendo como vectores para la entrada en organismos
acudticos. En el presente estudio se investigaron los efectos in vitro causados sobre la
actividad fagocitica en hemocitos de mejilldon (Mytilus galloprovincialis) mediante
exposicion, individual y simultanea en el medio extracelular a mercurio (Hg) y a tres
tipos de microplasticos de polietileno (MPP 635 XF, AQUAMATTE 26HD y AQUATEX
325).

Las suspensiones de microplasticos (MPs) utilizadas se caracterizaron (tamafio y
namero de particulas por mililitro) mediante un contador de particulas Coulter y se
determinaron las concentraciones de Hg antes y después de cada experimento. La

eficacia fagocitica (EF) se determiné mediante microscopia de fluorescencia.

Los resultados mostraron que en ausencia de MPs en el medio extracelular, son
necesarias concentraciones de Hg = 10® M para causar un efecto inhibitorio sobre la EF
(p<0,05). La exposicion a MPs de manera individual no causé efectos significativos
sobre la EF en ninglin caso, mientras que concentraciones de MPs > 200.000 particulas
por mililitro y en presencia de Hg a concentraciones de 10® M si causaron efectos
inhibitorios significativos (p<0,05), indicando un aumento de la toxicidad asociada al Hg.
El enriquecimiento por adsorcion de Hg en la superficie de los MPs y su posterior
translocacion a los lisosomas podria explicar estos resultados, aunque seran necesarios

mas estudios para elucidar el modo de accion del Hg en presencia de MPs.

Palabras clave

Eficacia fagocitica; hemocitos; in vitro; mejillon; mercurio; microplasticos.



Abstract

In the last decade, concern has grown for the presence of plastic microparticles in marine
ecosystems, mainly, because of its ability to adsorb other chemical pollutants, acting as
vectors for the entrance into aquatic organisms. In the present study in vitro effects
caused on phagocytic activity of haemocytes from mussels (Mytilus galloprovincialis) by
individual and simultaneous exposure to mercury (Hg) and three types of polyethylene
microplastics (MPP 635 XF , AQUAMATTE 26HD and AQUATEX 325) in the extracelular

medium were investigated.

Assayed microplastic (MPs) suspensions were characterized by a Coulter particle
counter (size and number of particles per milliliter) and Hg concentrations were
determined before and after each experiment. The phagocytic efficacy (EF) was

determined by fluorescence microscopy.

The results showed that Hg concentrations = 10® M are necessary to cause an inhibitory
effect on EF (p<0.05) under the absence of MPs in the extracelular médium. Exposure
to MPs individually did not cause significant effects on EF in any case, whereas MPs
concentrations > 200,000 particles per milliliter caused significant inhibitory effects
(p<0.05) under the presence of Hg at concentrations of 108 M in the extracelular
medium, thus pointing to an increase of toxicity associated with Hg. Adsorption
enrichment of Hg on the MPs surface and their subsequent translocation to lysosomes
might explain these results, although further studies will be necessary to elucidate the

mode of action of Hg in the presence of MPs.

Key words

Hemocytes; in vitro; mercury; microplastics; mussels; phagocytic efficacy.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

De forma global los ecosistemas acuaticos se ven frecuentemente afectados por la
contaminacién causada por la presion antropogénica (Cole et al., 2011; Rault et al.,
2013; Chaudhry y Malik, 2017). En la década de 1970, Carpenter y Smith fueron los
primeros cientificos en alertar de la presencia de pequefios fragmentos de plastico en el
Océano Atlantico. A pesar de ello, no es hasta esta Ultima década cuando surge una
creciente preocupacion ambiental y cientifica por la presencia de éstas particulas en el
medio marino, siendo referidas por primera vez con el término microplasticos (MPs) por
Thompson et al. (2004). En la actualidad, los MPs son uno de los contaminantes
ambientales que mas interés despierta por sus potenciales efectos negativos sobre los

ecosistemas acuaticos (SAPEA, 2018).

Una amplia gama de polimeros plasticos se producen y liberan diariamente al medio
ambiente. En Europa, el polietileno (PE) comprende el 29,8%, el polipropileno (PP) el
19,3%, el cloruro de polivinilo (PVC) el 10,2% vy el poliestireno (PS) el 6,6% de la
produccién total (Plastics Europe, 2018). Los agregados marinos que forman los MPs
de PE con algas facilitan su ingestion por parte de los bivalvos filtradores, los cuales,
translocan estas particulas del intestino al sistema circulatorio, siendo capaces de

retenerlas mas de un mes (Browne et al., 2008; Fernandez y Albentosa., 2019).

Las concentraciones ambientales de MPs en ambientes acuéaticos son diversas, como
0,028 particulas por metro cubico (pp/m?) en el estuario de Tamar (Reino Unido) (Sadri
y Thompson, 2014), 300 nanogramos por mililitro (ng/mL) en el giro subtropical del
Pacifico Norte (Goldstein, Rosenberg y Cheng, 2012), 0,0032 a 1,18 pp/m? en el Mar
de Ross (Antartida) (Cincinelli et al., 2017), 2,46 pp/m? en el Océano Atlantico Noreste
(Lusher et al., 2014). Ademas, se han encontrado grandes concentraciones en areas
contaminadas con mas de 320 pp/m3en aguas costeras del Mediterraneo israeli (Van
der Hal, Ariel y Angel, 2017), 228 pp/m?® en el Golfo de Qatar (Abayomi et al., 2017).
Los datos sobre la concentracion de MPs que se encuentran en el ambiente marino son
a menudo dificiles de comparar debido a la falta de metodologias de muestreo, unidades
de normalizacién y expresion de datos estandarizados (Avio, Gorbi y Regoli, 2016,

citado en Barboza et al., 2018a).
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Los MPs son atomos de carbono e hidrégeno unidos en cadenas poliméricas, que
tipicamente incluyen aditivos quimicos tales como los ftalatos, éteres, bifenil
polibromados (PBDES) o tetrabromobisphenol A (TBBPA). Son particulas sélidas, de
gran hidrofobicidad, de un tamano inferior a 5 mm, cuya degradabilidad es muy baja
(décadas/siglos) (Derraik, 2002). Muy recientemente expertos de diferentes paises han
propuesto una definicion del término MPs atendiendo a sus condiciones fisicoquimicas
(tipo de polimero, estado sélido, solubilidad), y utilizando el tamafio, el color, la forma 'y
el origen como criterios de clasificacion de categorias (Frias y Nash, 2019). Los MPs
pueden tener un origen primario o secundario. Los MPs primarios se liberan
directamente al medio ambiente como pequefias particulas y se estima que representan
entre un 15-21% de los MPs de los oceanos (SAPEA, 2018). Las principales fuentes
son el lavado de ropa sintética, la abrasién de neumaticos o los que forman parte en la
fabricacion y composicion de productos industriales (pellets, pinturas, abrasivos, etc), o
seguidos en menor medida por los incluidos en productos de higiene personal (por
ejemplo: cosméticos) (Fendall y Sewell, 2009). Los MPs secundarios proceden de la
fragmentacion de grandes objetos de plasticos, tales como bolsas de plastico, redes de
pesca, botellas, y representan entre el 69-81% de los MPs encontrados en los océanos
(Auta, Emenike y Fauziah, 2017). La presencia de MPs en el medio marino debido a

fuentes primarias y secundarias es un hecho de escala global y se han identificado como

una amenaza emergente importante (Barboza y Gimenez, 2015; SAPEA, 2018).

Figura 1. Microplasticos en cosméticos . Fuente: ISMAC (2017).
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En el medio acuatico, se estima que los MPs se encuentran disponibles para todos los
organismos de la cadena alimentaria (Cole et al., 2011; Auta, Emenike y Fauziah, 2017).
Existen evidencias que demuestran que las propiedades fisicas y quimicas de los MPs
facilitan la adsorcién de contaminantes sobre la superficie de la particula (Ashton,
Holmes y Turner, 2010), sirviendo como vehiculos de contaminantes a los organismos
mediante la ingestion (Hartmann et al., 2017). En experimentos controlados se ha
podido demostrar que la exposicion a altas concentraciones de MPs puede llegar a
causar dafos fisicos a los organismos, incluyendo la induccion de procesos
inflamatorios, stress y reduccién del estado fisico (Besseling et al., 2012; Von Moos,
Burkhardt-Holm y Kohler, 2012; Jeong et al., 2017). Sin embargo, los efectos causados
a concentraciones ambientales relevantes son muy limitados hasta la fecha (Zarfl et al.,
2011; Lonnstedt y EkIGv, 2016).

En el medio marino, los organismos se encuentran siempre expuestos a una mezcla de
sustancias, por lo que el estudio de los potenciales efectos aditivos, sinérgicos o
antagoénicos de los contaminantes quimicos es fundamental a la hora de valorar el
posible impacto sobre los organismos. La capacidad de los MPs para adsorber e
interactuar con otros contaminantes, como los metales pesados (Ashton, Holmes y
Turner, 2010), aumenta la preocupacion relacionada con su transferencia y los posibles
efectos sobre la biota (Gallloway, Cole y Lewis, 2017). Ademas, la exposicion simultdnea
a MPs y otros contaminantes ambientales puede provocar interacciones toxicoldgicas,
modificando el tipo y/o la magnitud de los efectos toxicos sobre los organismos acuéaticos
(Oliveira et al.,, 2018). Actualmente, el conocimiento sobre los posibles efectos de
mezclas de contaminantes y sus interacciones es muy limitado (Kienzler et al., 2016), y
se suma a la creciente preocupacion por las posibles consecuencias de los
contaminantes ambientales sobre las especies acuaticas afectadas (Rault et al., 2013;
SAPEA, 2018).

El mercurio (Hg) es un metal pesado extremadamente ubicuo, persistente, altamente
toxico y con capacidad de bioacumularse en los organismos (Branco et al., 2017), y por
ello, uno de los contaminantes ambientales mas estudiados (Duchemin et al., 2008;
Gworek et al., 2016; Branco et al., 2017). Las emisiones antropogénicas de mercurio a
la atmosfera han aumentado considerablemente desde el inicio de la era industrial
moderna (mayoritariamente las relacionadas con los procesos de produccion de
cemento), aunque los picos naturales de las erupciones volcanicas han ocurrido a lo
largo de milenios (Von Burg, 1995). Su distribucion en el medio marino se debe al
transporte atmosférico, fluvial o vertical y horizontal de las masas de agua oceéanicas

entre otros (Gworek et al., 2016). El Hg se puede encontrar en el medio acuéatico en
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varias formas (organicas e inorganicas) dependiendo de las condiciones de oxidacién-
reduccion (Gworek et al., 2016). Aunque el cloruro de mercurio utilizado en el estudio
no es una de sus formas mas toxicas (Boudou y Ribeyre, 1997), es de las mas solubles,
por lo que representa una forma clave entre el metilmercurio que se bioacumula en los
organismos acuaticos, resultando altamente toxico, y el mercurio gaseoso (Duchemin et
al., 2008). Una vez entra en el organismo, el Hg puede provocar varios efectos toxicos
y modulaciones de ciertas respuestas biologicas del animal (Pipe y Coles, 1995; Rault
et al., 2013; Barboza, Vieira y Guilhermo, 2018c).

1.2. El mejillén como organismo modelo para el estudio de la eficacia fagocitica

El mejillon es un molusco bivalvo de la familia Mytilidae. Se encuentra distribuido por
todo el mundo, presentando multitud de géneros y especies. Algunas de estas especies
son de gran importancia econémica en acuicultura (OESA y Fundacion biodiversidad,
2017).

Los animales de esta familia son gregarios y viven fijos al sustrato por medio de una
estructura filamentosa adherente denominada biso (Gomez-Cabrera, 2000), aunque
pueden desplazarse con la ayuda de su pie (FAO, 2019).

Los mejillones se caracterizan por estar comprimidos lateralmente y presentan dos
valvas que recubren su cuerpo (Helm, Lovatelli y Bourne, 2006). Estas valvas simétricas
estan formadas por carbonato calcico. Las valvas estan unidas por un ligamento que
junto a la charnela, funciona a modo de bisagra, permitiendo la apertura, por medio de
la accion de los musculos aductores posterior y anterior (Gosling, 2015). En el interior
de las valvas del mejillén se sitia el manto, una epidermis en forma de lamina que

recubre las partes blandas, cuya funcién principal es segregar la concha.
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Tabla 1. Taxonomia de los organismos modelo utilizados en nuestro estudio.

Animalia
Mollusca
Bivalvia
Mytilida
Mytilidae
Mytilus

Mytilus galloprovincialis
Lamarck, 1819

Figura 2. Mejillén. Fuente: Elaboracion propia.
Fuente: Adaptado de WoRMS Editorial Board (2019).

Las branquias de los bivalvos son 6rganos bien desarrollados y especializados para la
alimentacion, asi como la respiracion (Helm, Lovatelli y Bourne, 2006). La funcién de

las branquias en la alimentacion consiste en atrapar (filtrar) las particulas en suspension

0]

n el agua (Peteiro, Filgueria y Fernandez-Reiriz, 2007). Se alimentan
fundamentalmente de fitoplancton, zooplancton y de pequefias particulas inertes de

materia organica (OESA y Fundacion biodiversidad, 2017).

Los moluscos tienen un sistema circulatorio abierto. La sangre de los moluscos se
denomina hemolinfa y es responsable del transporte de alimento, oxigeno y desecho
metabdlicos, y representa el principal componente de la respuesta inmune innata de
éstos organismos (Carballal et al., 1997). El corazén se encuentra en la cavidad
pericardica y estd formado por dos auriculas y un ventriculo (Peteiro, Filgueria y
Fernandez-Reiriz, 2007).


http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=popup&name=citation
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Figura 3.(a) Esquema de las partes interna del mejillén. (b) Morfologia del cuerpo del mejillén.
Fuente: OESA y Fundacién Biodiversidad (2017).

Los moluscos bivalvos han sido empleados para biomonitorizar la contaminacion
ambiental marina desde el lanzamiento del programa Mussel Watch (Goldberg, 1975).
De hecho, es una de las especies objetivo en los programas nacionales del seguimiento
de la contaminacién quimica marina en aguas atlanticas y mediterraneas espafiolas
(MITECO, 2012) y en los programas regionales de seguimiento de la contaminacion
(CIESM, Convencion OSPAR; MED POL, Convencién de Barcelona) (Martinez-Gémez
et al., 2008; Vethaak et al., 2017). Por otro lado, los mejillones y otras especies afines
de bivalvos son organismos ideales para estudios ecotoxicolégicos (Sauvé et al., 2002;
Oliveira et al., 2018; Brate, 2019). Esto es debido principalmente a que son organismos
sésiles, filtradores, con mecanismos de detoxificacion poco desarrollados vy, por tanto,
con una alta capacidad para bioacumular contaminantes presentes en la columna de
agua en solucion o adheridos a particulas (Rivera-Hernandez et al., 2019). Ademas,

presentan una elevada tasa de supervivencia en condiciones de laboratorio.

Las especies de mejillon Mytilus edulis y Mytilus galloprovincialis son frecuentemente
empleadas como organismo modelo para estos estudios (Duchemin et al., 2008; Rault
et al., 2013; Rivera-Hernandez et al., 2019), siendo Mytilus galloprovincialis la especie

utilizada en nuestro estudio (tabla 1).
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En estudios previos al presente trabajo, ya han utilizado especies del género Mytilus
spp. para evaluar los posibles efectos toxicoldgicos, asi como los modos de accion de
los MPs (Von Moos, Burkhardt-Holm y Kéhler, 2012; Avio et al., 2015; Pittura et al.,
2018) y de otros contaminantes, como los metales pesados (Sauvé et al., 2002;
Fernandez et al., 2012; Rault et al., 2013; Martinez-Gémez et al., 2017).

La exposicién directa a contaminantes ambientales y a otros factores de estrés pueden
alterar los mecanismos homeostéticos de los organismos, como el sistema inmune.
Como se mencion6 anteriormente, en mejillones, la respuesta inmune innata esta
mediada por mecanismos humorales y celulares (Carballal et al., 1997), siendo este

ultimo desempefiado por los hemocitos (Feng, 1988).

Los hemocitos son las células presentes en la hemolinfa y se desplazan por todo el
sistema circulatorio de los moluscos bivalvos (Costa, 2008). Estas células desempefian
gran variedad de respuestas fisiol6gicas (Burgos-Aceves y Faggio, 2017), siendo su
funcion principal la defensa frente a patdgenos (Feng, 1988). Se identifican dos tipos
principales de hemocitos circulantes en los moluscos: los hialinocitos y los granulocitos
(Cheng, 1981) (figura 4). Este ultimo tipo celular presenta una mayor actividad fagocitica
(Carballal et al., 1997), asi como un mayor tamafio (10-20 um) que los primeros (Costa,
2008).

Figura 4. Ejemplos de hemocitos granulares de mejillon (Mytilus galloprovincialis). Las
vesiculas rojas se corresponden con los lisosomas tefiidos con el colorante rojo neutro.

Fuente: Martinez-Gomez, Bignell y Lowe, (2015).
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La fagocitosis es el mecanismo por el cual las células tienen capacidad de absorber
particulas alimenticias (Costa, 2008), y esta ampliamente estudiada en moluscos
bivalvos (Carballal et al., 1997; Beaudry et al., 2016). En mejillones, es realizada por los
hemocitos, los cuales desempefian un papel fundamental en la eliminacién de
patdgenos o particulas extrafias. Estos bivalvos presentan procesos de fagocitosis
altamente desarrollados para la internalizacion celular de las microparticulas (0.1-100
pum) (Moore et al., 2006), por lo que representan organismos modelo adecuados para
investigar el comportamiento y los efectos de microparticulas en células de
invertebrados acuaticos. La fagocitosis en hemocitos invertebrados se considerada un
biomarcador de la inmunotoxicidad, debido a que puede resultar alterada por los efectos
de los contaminantes quimicos ambientales, afectando asi la capacidad de respuesta

inmune (Fournier et al., 2000).

Para distinguir claramente los efectos adversos causados por la exposicion a MPs,
productos quimicos o sus efectos combinados en organismos, se necesitan
experimentos de laboratorio controlados. En general, las lineas celulares son mucho
mas sensibles a los efectos toxicos de los contaminantes que los organismos completos
(Fournier et al., 2000), lo que es un gran inconveniente para su uso como alternativas a
las pruebas in vivo. Una forma de evitar estos problemas es utilizar cultivos primarios
recién aislados (Fournier et al., 2000). Estos cultivos estan més diferenciados, contienen
diferentes tipos de células y, por tanto, se piensa que responden de manera similar a un
organismo vivo, mientras que al mismo tiempo reducen la cantidad de trabajo y

ejemplares necesarios para las pruebas in vivo.

Este trabajo se desarrolla dentro del proyecto de investigacién internacional JPI1-2016
EPHEMARE (Exotoxicological Effects of Microplastics in Marine Ecosystems), cuyo
objetivo es “examinar la adsorciéon de quimicos en MPs, su ingestion, transferencia
trofica y liberacion de quimicos”, y evaluar una amplia gama de efectos ecotoxicolégicos

gue causan sobre organismos modelo vertebrados e invertebrados (MITECO, 2012).

En el Centro Oceanografico de Murcia ya se han llevado a cabo estudios englobados
dentro del marco de este proyecto, y sirven como referencias para el presente trabajo.
Destaca el estudio de Rivera-Hernandez et al. (2019) que utilizando al mejillén (Mytilus
spp.) como organismo modelo, evalia cémo la liberacion del Hg adsorbido por los MPs
afecta a la biodinamica del quimico en los tejidos. Otros estudios relevantes, examinan
la absorcion, eliminacién y acumulacién de MPs en Mytilus galloprovincialis (Fernandez
y Albentosa, 2019) o los efectos téxicos y la influencia en la bioacumulacion de
fluoranteno de los MPs de PS (Paul-Pont et al., 2016).
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1.3. Objetivos

La hipdtesis de trabajo de este estudio estd basada en la idea de que la presencia
simultanea en el medio extracelular de contaminantes quimicos y MPs aumenta el efecto
inhibitorio de la actividad fagocitica en hemocitos de mejillén (Mytilus galloprovincialis).
En consecuencia, el objetivo general de este trabajo es evaluar los efectos causados
sobre la actividad fagocitica de hemocitos de mejillén por la exposicion in vitro al Hg
(seleccionado como contaminante modelo), y como éstos efectos son modulados por la
presencia o ausencia de diferentes tipos de MPs de PE de alta densidad (15 a <1pm )

(seleccionado como polimero modelo) en el medio extracelular.

Para este objetivo general, se han planteado los siguientes objetivos especificos:

i) Determinacién de la concentracién critica de Hg (CC-Hg) en el medio
extracelular a partir de la cual se causa un efecto inhibitorio significativo en

la eficacia fagocitica de hemaocitos.

ii) Evaluacién de la eficacia fagocitica de hemocitos expuestos a dos

concentraciones de tres tipos de MPs de PE en el medio extracelular.

iii) Evaluacién de la eficacia fagocitica de hemocitos expuestos a dos
concentraciones de tres tipos de MPs de PE en presencia de Hg a

concentraciones inferiores a la CC-Hg en el medio extracelular.



Ramon Ortufio Montesinos




Ramon Ortufio Montesinos

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Recoleccidén, aclimatacion y mantenimiento de mejillones en laboratorio

Los moluscos bivalvos, especialmente el mejillon, presentan una serie de cualidades
que los hacen idéneos para su uso en estudios de toxicologia marina (Fernandez et al.,
2012; Rault et al., 2013; Avio et al., 2015), debido entre otras razones, a que son
organismos de facil manejo y aclimatacién, con una elevada tasa de supervivencia en
condiciones de laboratorio. Para la realizacion de este trabajo, se obtuvieron ejemplares
juveniles de mejillon (Mytilus galloprovincialis) (rango de talla 35-45 mm) procedentes
de poblaciones naturales adheridas a estructuras de cultivos marinos situadas en aguas

costeras del municipio de San Pedro del Pinatar (Region de Murcia, Espafia).

Tras su recoleccion (21 de febrero de 2019), los mejillones fueron transportados
inmediatamente a las instalaciones experimentales del Centro Oceanografico de Murcia
(Instituto Espafiol de Oceanografia) situado en San Pedro del Pinatar. Una vez en el
laboratorio, los organismos se introdujeron en un tanque (500 Litros) con agua de mar
fitrada (FSW), a 0,45 um, para su aclimatacién y mantenimiento (figura 5). Los
ejemplares se mantuvieron en circuito semiabierto (renovandose completamente el
agua dos veces por semana) con condiciones naturales de fotoperiodo, con aireacion
constante y control de temperatura (18 + 1°C) y salinidad (37 = 1 psu). Los mejillones
fueron alimentados diariamente con un monocultivo de fitoplancton de la especie
Isochrysis galbana, en una racion equivalente al 3% del peso corporal seco de los
individuos, considerado suficiente para mantener el balance energético positivo de los
ejemplares (Albentosa et al., 2012) (detalles sobre el cultivo de fitoplancton realizado se
presentan en el Anexo |). Los mejillones se aclimataron un minimo de dos semanas
antes de proceder a la extraccion de la hemolinfa. Los mejillones seleccionados para la
realizacion del estudio fueron separados unos de otros mediante corte con tijeras del

biso y posteriormente, limpiados superficialmente de epibiontes.
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Figura 5. Tanque de mantenimiento con los mejillones (Mytilus galloprovincialis) empleados en

el presente estudio. Fuente: Elaboracion propia.

2.2. Preparacioén v cuantificacion de las soluciones de mercurio (HQ)

A partir de cloruro de mercurio (“Mercurio Il Cloruro para analisis — ACS” de Panreac),
se prepararon varias soluciones de trabajo teniendo en cuenta los objetivos planteados
en cada una de las exposiciones. Se prepararon 5 disoluciones de trabajo de cloruro de
mercurio (HgCl,) en FSW a diferentes concentraciones nominales (Control, 10° M, 10°
M, 107 M, 10° M, 10°M).

Las disoluciones fueron almacenadas en frascos de vidrio de 50 mL, previamente
lavados con acido nitrico. Transcurridas 24 horas, se desecharon éstas disoluciones y
se volvieron a preparar utilizando los mismos frascos de vidrio. Tanto el lavado de los
frascos con acido nitrico, como el vaciado y posterior rellenado de los frascos, tienen
como finalidad evitar contaminacion o pérdidas de HgCl. por adsorcién a las paredes
del frasco de vidrio.

Con el objeto de comprobar que no se producian pérdidas significativas en las
soluciones de trabajo durante el estudio, se cuantificd la concentracion de mercurio total
en cada una de las soluciones inmediatamente después de su preparacion, asi como
en los dias sucesivos a su uso en los experimentos de exposicion (Anexo Il). Las
cuantificaciones se realizaron utilizando un analizador de mercurio (AMA 254 de LECO)
(figura 6).
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Figura 6. Analizador de mercurio AMA 254 de LECO. Fuente: Elaboracion propia.

2.3. Preparacioén vy cuantificacion de las suspensiones de microplasticos (MPs)

Para el desarrollo del estudio se utilizaron tres tipos de MPs comerciales de PE con
diferentes propiedades fisicoquimicas y compuestos por particulas con formas
heterogéneas (tabla 2). Todos los MPs utilizados fueron distribuidos por Micro Powders,
Inc. (EE.UU.). El proceso seguido para oxidar (AQUATEX-325 and AQUAMATTE-
26HD) y modificar (AQUAMATTE-26HD) la superficie de los MPs de PE no fueron
facilitadas por el proveedor.

Tabla 2. Microplasticos comerciales utilizados.

Microplastic Commercial name Particle size Density at 25°C
Polyetylene MPP-635 XF <6 um 0.96 g/cm?
Oxidezed polyetylene AQUATEX 325 <15 pum 0.99 g/cm?3

Oxidezed and
modified polyetylene
Fuente: Adaptado de Micro Powders, Inc. (USA)

AQUAMATTE-26HD < 8.5 um 1.07 g/lcm3

[15]
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La suspensiones de cada tipo de MPs fueron preparadas en frascos de vidrio de 50 mL,
lavados previamente con acido nitrico. Para cada tipo de MPs se prepararon cuatro

suspensiones de trabajo diferentes:

= 1 ug MPs -mL*FSW

= 100 yg MPs ‘mL* FSW

* 1 ug MPs -mL* solucién de Hg en FSW (a CC-Hg)

* 100 yg MPs ‘mL™* solucién de Hg en FSW (a CC-Hg)

Las suspensiones de MPs fueron preparadas mediante pesada de precision de los MPs
y posterior suspensién en 50 mL de FSW (figura 7a) o solucién de trabajo de Hg (<CC-
Hg), almacenadas en oscuridad a 16°C por un tiempo maximo de 24 horas.
Inmediatamente antes de su uso, las suspensiones de MPs fueron sonicadas durante
30 segundos 5 veces a 100W, en un generador de ultrasonidos (Branson 250), para

conseguir una mayor homogenizacién de la muestra antes de su uso (figura 7b).

Figura 7. (a) Suspensiones de MPs preparadas en frascos de 50 mL. (b) Generador de

ultrasonidos Branson 250. Fuente: Elaboracién propia.

El nimero de microparticulas plasticas por mililitro (pp/mL), asi como el percentil 90 del
diametro de particula (P90 D), de cada una de las suspensiones de MPs utilizadas fue
cuantificado por medio de un contador de particulas Coulter Multisizer™ I1l (MSIII) (figura
8), con un limite de cuantificacion entre 1.4 y 42 ym. Con el fin de obtener el tamafio de
particula, el MSIIl asume una forma esférica y muestra su equivalente diametro esférico
(ESD, pm). Para realizar las cuantificaciones en el MSIIl a las concentraciones de
trabajo de MPs preparadas (1 y 100 pg- mL 1), fue necesario realizar diluciones (factor
de dilucion 1/10 y 1/20) de éstas debido a limitaciones técnicas del aparato (saturacion
de lecturas). El nimero de particulas por mL en los tratamientos Control (FSW) y en el
agua de dilucion fue cuantificado y extraido de los resultados de las suspensiones de
MPs.

[16]
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Para estimar las concentraciones (pp/mL) y los tamafios (P90D) en las suspensiones de
MPs utilizados en los experimentos de exposicion, se tuvo en cuenta los posibles efectos
no lineales causados por la diluciébn en FSW durante la cuantificacién con el MSII. Las
suspensiones de MPs fueron analizadas por triplicado en diluciones sucesivas
(suspensiones de 1 pg-mL? diluidas 1/10, 1/20, 1/40 y 1/80; suspensiones de 100
ug-mL* diluidas 1/20, 1/40 1/60 y 1/80). Los datos obtenidos se utilizaron para obtener
las funciones modelo correspondientes y estimar las concentraciones de particulas
(pp/mL) y los tamafios (P90D) de éstas en las suspensiones de MPs utilizadas en los

experimentos de exposicion (factor de dilucion 1/1) (Anexo Ill).

8 |

Figura 8. Coulter modelo Multisizer™ IIl, Beckman Coulter . Fuente: Elaboracién propia.

Differortial Number
120710 MPPEISXF Cone 100 ug'mi-1 RY
110°10 MPPEISXF Cong 100 ug*m-1 R2
MPPEISXF Cang 100 ug*mi-1 R)
100*10 FEW
pO* 10
#0*10
70"10" +
60*10
80*10°
40*10'
2010
20010 Uy
10*10’
0 m— - > “ . e e
) 4 L] (4] 7 L] g 0 20 X 40

Particle Diameter (um)

Figura 9. Representacion grafica con el nimero de particulas por mililitro (pp/mL) del
microplastico MPP 635 XF con una concentracién de 100 pg-mL- y de su respectivo control.

Fuente: Elaboracion propia.
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2.4. Preparacion de monocapas celulares de hemocitos

La preparacion de las monocapas celulares de hemocitos fue realizada siguiendo el
procedimiento aplicado por Martinez-Gomez, Bignell y Lowe (2015), con minimas

modificaciones.

La hemolinfa se obtuvo de manera independiente y como minimo de 12 ejemplares de
mejillén para cada experimento/tratamiento. Para la extraccion de la hemolinfa, se
separaron las valvas del mejillon con ayuda de unas tijeras de diseccién, y a
continuacion, se introdujo una punta de pipeta para mantener las valvas suficientemente
abiertas como para insertar una aguja hipodérmica y permitir el drenaje del agua
intervalvar. Posteriormente, se retir6 0,2 mL de hemolinfa del seno del musculo aductor
anterior de cada individuo, con una jeringa de 1 mL equipada con una aguja 21G, y con
un contenido previo de 0,2 mL de FSW (un fallo en el mantenimiento del ratio 50:50 de

hemolinfa en agua marina filtrada puede dar lugar a “coagulaciéon” de hemocitos).

Figura 10. Extraccion de la hemolinfa mediante la insercion intervalvar

de una aguja hipodérmica. Fuente: Elaboracién propia.

Una vez obtenida la muestra de hemolinfa, se retir6 la aguja de la jeringuilla y se expulsé
suavemente el contenido en tubos eppendorf de 1,5 mL. Los tubos eppendorf se
mantuvieron sobre hielo, por un tiempo maximo de 10 minutos, hasta su posterior uso.
Inmediatamente después, dispensamos 40 pL de la muestra sobre los portaobjetos, los
situamos en camaras de humedad oscuras (Sigma-Aldrich) e incubamos durante 30
minutos a 16°C para permitir la adhesion de los hemocitos granulares a la superficie del
portaobjetos. Los portaobjetos utilizados fueron previamente tratados con Poly-L-lysine
(Sigma-Aldrich P4707) para optimizar las condiciones de adhesion celular a la superficie
del portaobjetos. Los hemocitos no adheridos fueron eliminados lavando suavemente

las preparaciones tres veces antes de empezar la exposicion experimental.
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Figura 11. Camaras de humedad oscuras (Sigma-Aldrich) utilizadas
para realizar las incubaciones y las exposiciones de hemocitos.

Fuente: Elaboracion propia.

2.5. Ensayo de fagocitosis

El ensayo de fagocitosis en hemocitos se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por
Avio et al. (2015) con ligeras modificaciones. Inmediatamente después de la obtencién
de las monocapas de hemocitos, las muestras se expusieron a diferentes tratamientos
(tabla 3), afiadiendo 40 pL de la suspension de trabajo. Las exposiciones se realizaron
siempre en los portaobjetos ubicados en las cAmaras de humedad, en oscuridad y a
16°C. Los tiempos de exposicion a Hg, MPs y MPs+Hg siempre fueron de 30 minutos.
Una vez transcurrido este periodo de exposicién, las muestras se lavaron suavemente
tres veces con FSW y se afiadieron otros 40 pL con bioparticulas de zymosan A
(Invitrogen) marcadas con fluoresceina a un ratio de 1:30 hemocitos:zymosan y se
incubaron 30 minutos mas. El nimero de hemocitos por mililitros de hemolinfa fue
determinado previamente en 30 individuos mediante examen microscopico con un

hemocitometro (camara de conteo de Improved Neubauer).
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Tras la incubacién con zymosan, las particulas no internalizadas se eliminaron lavando
tres veces con FSW. Posteriormente, las muestras se fijaron aplicando el reactivo
Beker’s durante 20 minutos (+2.5% NaCl), se enjuagaron con agua destilada y se tifieron
con la soluciéon Giemsa (3% en agua destilada) durante 8 minutos. A continuacion, las
muestras se enjuagaron en agua destilada, se secaron (figura 10) y, finalmente, se
montaron con medio de montaje para sustitutos de xileno DC (Panreac).

Figura 12. Muestras secandose tras su tincién con Giemsa previo al montaje de

las mismas. Fuente: Elaboracién propia.

[20]
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Se realizaron un total de 6 experimentos de exposicion independientes y con diferentes

niveles de tratamiento:

Tabla 3. Experimentos realizados con sus respectivos niveles de tratamiento (n= ndmero de

organismos analizados). Se indican las concentraciones nominales de HgClz (mol-L1) y de MPs

(Mg-mL1).

EXPERIMENTOS TRATAMIENTOS

ViEEmIETE & Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4 Tratamiento 5

Tratamiento 6

(Control)
n 11 11 11 11 11
FSW
(10° mol-L?) (108 mol-L?) (107 mol-LY) (10° mol-LY) (105 mol-LY)

Tratamiento 1

(Control)
n 12 12
2
FSW MPP 635 XF 1 pg-mL?
n 31 15
3
FSW AQUAMATTE 26HD 1 pg-mL™*
n 26 13
4
FSW AQUATEX 325 1 pg-mL™*

EENIETTD & Tratamiento 2

(Control)
n 16 16
5 MPP 635 XF 1 pg-mL-*
FSW HgCl, (10 mol-L?)
n 15 15
MPP 635 XF 100 pg-mL™
FSW HgCl, (10 mol-L?)

Fuente: Elaboracion propia.

Tratamiento 2

Tratamiento 3

16

AQUAMATTE 26HD 1 ug-mL*
HgCl, (10 mol-L?)

15

AQUAMATTE 26HD 100 pg-mL?
HgCl, (10 mol-L?)

[21]

Tratamiento 3

12

MPP 635 XF 100 pg-mL*

16

AQUAMATTE 26HD 100 pg-mL*

15

AQUATEX 325 100 pg-mL-*

Tratamiento 4

16

AQUATEX 325 1 pg-mL*
HgCl, (10 mol-L?)

15

AQUATEX 325 100 ug-mL*
HgCl, (10 mol-L%)
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La actividad fagocitica se evalud independientemente en cada muestra cuantificando el
namero de células que internalizaron 3 o mas particulas fluorescentes (eficacia
fagocitica), asi como el nUmero total de células con al menos una particula fluorencente
fagocitada (capacidad fagocitica) (figura 13a 'y 13b) (Beaudry et al., 2016). Las muestras
fueron observadas bajo microscopio de fluorescencia con un aumento de x400
(Olympus BX43). La eficacia fagocitica (EF) asi como la capacidad fagocitica (CF) de
cada muestra se expresaron como porcentajes (%) del nimero de células examinadas

por muestra (n=300).

Figura 13. (a) Hemocitos granulares del mejillon observados al microscopio de
fluorescencia tras la realizacion del ensayo de fagocitosis .(b) Hemocito con tres

particulas de zymosan internalizadas (célula positiva). Fuente: Elaboracion propia.
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2.6. Gestion de datos y andlisis estadistico

Los datos de fagocitosis (expresados como %CF y %EF) fueron transformados
(arcoseno (N(%EF/100))), con el fin de mejorar los requerimientos de normalidad y
homogeneidad en las varianzas necesarios para los andlisis paramétricos. Para cada
conjunto de datos se verifico la normalidad de la distribucion utilizando la prueba de
Shapiro-Wilks (recomendada cuando n<30) o la prueba de Kolmogorov-Smirnov
(recomendada cuando n=30). Posteriormente, se determind la homogeneidad de las
varianzas utilizando la prueba de Levene. Para cada conjunto de datos, se compararon
las medias de los diferentes tratamientos aplicando el andlisis de varianzas (ANOVA)
de un factor. Cuando se detectaron diferencias significativas entre las medias, se
aplicaron pruebas de rango post-hoc para determinar entre qué medias se producian
tales diferencias. La prueba de Tukey se aplicé para comparar todos los tratamientos
entre si, mientras que la de Dunnett se utiliz6 para detectar diferencias entre cada
tratamiento respecto al tratamiento Control en cada experimento. Las comparaciones
entre dos tratamientos se hicieron utilizando la prueba de t de Student para dos
muestras independientes. El nivel de significacién en todos los andlisis fue fijado en 5%.
Todos los analisis estadisticos mencionados y las representaciones graficas de la CF y
EF, obtenidos en cada experimento, se realizaron utilizando el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics v23.0 para Windows (IBM®, EE. UU.).

Los datos del numero de particulas plasticas por mililitro (pp/mL) y del tamafio de éstas
(cuantificadas como percentil 90 del diametro) en las suspensiones de MPs ( MPP 635
XF, AQUAMATTE 26 HD y AQUATEX 325) preparadas a 1y 100 pg-mL?y cuantificadas
en el MSIII utilizando diferentes diluciones, se usaron para calcular funciones de
regresion (software Microsoft® Excel v16.0 para Windows, EE.UU.). La tendencia de
cada funcién de regresion se seleccion6 atendiendo al coeficiente de determinacion mas
alto (R?). Posteriormente, éstas funciones se ajustaron utilizando datos individuales
(pp/mL y factor de dilucion) de las suspensiones de MPs utilizadas en los experimentos
de exposicion. Por ultimo, se estimé el numero de particulas en las suspensiones de
trabajo sin diluir. Las representaciones graficas se realizaron con el software R v3.5.3.

para Windows (R Core Team, Austria).

La concentracion a la cual se inhibe el 50% de la CF y EF (ICso) de los hemocitos
expuestos al toxico (HgCl,) se estimd mediante extrapolacion grafica a partir de una
regresion lineal, utilizando para ello el software Microsoft® Excel v16.0 para Windows
(Microsoft®, EE.UU.). Los resultados se indican como la media + error estandar de la

media.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Efecto del Hg extracelular sobre la actividad fagocitica de hemocitos

La actividad fagocitica de los hemocitos de mejillén (expresada como CF y EF) se redujo
de manera significativa en las muestras expuestas a concentraciones de HgCl,
extracelular = 10 M (ANOVA p-valor = 0,00; test de Tukey, p-valor < 0,05; test de
Dunnet, p-valor = 0,00) (figura 14). También se observd un ligero aumento de la
actividad fagocitica con respecto a la muestra Control en los hemocitos expuestos a
concentraciones de Hg de 10° M, aunque este aumento no fue estadisticamente
significativo (figura 14). Estos resultados sugieren un efecto hormético del Hg sobre la
actividad fagocitica caracterizado por una estimulacién de la CF y EF a dosis bajas de
Hg (<107 My 108 M, respectivamente) y una inhibicién a dosis mas altas (210° M).
Duchemin et al. (2008) y Rault et al. (2013) también observaron fenédmenos de hormesis
similares en sus estudios (estudios in vitro de fagocitosis realizados con hemocitos de
mejillon expuestos a diferentes concentraciones de Hg), apoyando asi los resultados del

presente trabajo y explicando el modo de accién del Hg sobre la actividad fagocitica.
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Figura 14. Resultados (media + error estandar) de la capacidad fagocitica (al menos una
particula) y de la eficacia fagocitica (al menos tres particulas) de hemocitos de mejillén (Mytilus
galloprovincialis) expuestos in vitro a cinco concentraciones diferentes de HgCl. Los resultados
se expresan con referencia a su muestra Control (n=11). Las letras indican subconjuntos
homogéneos (ANOVA, test de Tukey; p-valor < 0,05). Los asteriscos indican diferencias

significativas con el tratamiento Control (ANOVA, test de Dunnet; p-valor < 0,05).
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A la vista de los resultados obtenidos, se determiné la concentracién 107 M de HgCl
como la concentracion critica de mercurio (CC-Hg) en nuestro estudio, y se seleccion6
una concentracién nominal de HgCl. de 108 M para realizar los experimentos de
exposicion. Estudios previos similares, realizados con hemocitos de mejillén, han
encontrado que una concentracion de HgCl, de 10 M provoca una actividad fagocitica
méxima antes de la fase de inhibicién, apoyando nuestras observaciones y las
condiciones de concentracion de Hg seleccionada en el presente trabajo (Duchemin et
al., 2008; Rault et al., 2013).

La ICsp de nuestros experimentos (concentracion de HgCl, a la cual se inhibe el 50% de
la actividad fagocitica de los hemocitos) result6 9,2:10° M para la CF, y 8,2:10°M para

la EF, siendo similar a la hallada por otros autores (Sauvé et al., 2002; Rault et al., 2013).

La CF en los diferentes tratamientos vario desde 14,2% hasta 36,0%, y la EF desde
3,3% hasta 14,2% (tabla 4). En general, los datos obtenidos en este experimento
cumplieron la normalidad y la homogeneidad en las varianzas, justificAndose los

resultados obtenidos en los analisis paramétricos (Apartado 1 del Anexo V).

Tabla 4. Porcentajes de capacidad fagocitica (%CF) y eficacia fagocitica (%EF) de hemocitos
expuestos durante 30 minutos a diferentes concentraciones de Hg en el medio extracelular
(media * error estandar). En la columna de la derecha se indica la concentracion de Hg en la

solucién de trabajo cuantificada el mismo dia de la exposicion.

Experimento 1

[HgCl2] [HgCl2]
nominal n %EF %CF cuantificada
(mol-L%) (mol-L1)
0 11 129+1,5 31,8+ 2,1 -
10° 11 142+ 2,0 36,0+ 3,1 6,5-10°
108 11 87+ 14 334+27 2,4-108
107 11 11,9+ 1,8 319+ 25 4,0-107
106 11 39+ 0,7 17,3+ 2,0 9,7-10°

10° 11 3,3+ 0,8 142+ 1,7 3,3:104
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3.2. Caracterizacion de los MPs en las suspensiones de trabajo

Atendiendo a las funciones modelo obtenidas (figura 15), el nimero de microparticulas
por mililitro en las suspensiones utilizadas en los experimentos de exposicién variaron
notablemente (hasta varios 6rdenes de magnitud) entre tipos de MPs y entre
concentraciones empleadas (tabla 5, tabla S5 del Anexo Ill). Las menores (4.843 pp/mL)
y mayores (2.459.279 pp/mL) concentraciones se encontraron en las suspensiones de
MPP 635 XF de 1y 100 pug-mL?, respectivamente. Por otro lado, para algunos MPs y
concentraciones, se observo una dispersion de los resultados constante (por ejemplo:
suspension de MPP 635 XF de 100 ug-mL™) o creciente en relaciéon con el factor de
dilucién (por ejemplo: suspension de AQUATEX 325 de 1 pg-mL™).

Los experimentos de dilucion de las suspensiones de MPs mostraron correlacion
positiva entre el nUmero de microparticulas plasticas por mL y el factor de dilucién
empleado para su cuantificacion en el MSIIl. Estos resultados sugieren procesos de
disgregacién de las microparticulas en el agua de mar conforme aumenta el factor de
dilucién, y procesos de agregacion a menor factor de dilucién (figura 15). Aungque en
todos los casos se observa un aumento del nimero de particulas por mL a mayor factor
de dilucién, los comportamientos variaron ligeramente entre tipos de MPs y entre
concentraciones empleadas, observandose en la mayoria de los casos tendencias
lineales, aunque también exponenciales y potenciales (figura 15). Por otro lado, el
namero de particulas por mL en todos los tipos de MPs fue generalmente menor a la
concentracion de 1 pg-mL? que a la 100 ug-mL*?. Todas las funciones de regresion
aplicadas para el céalculo del numero de particulas plasticas por mL presentan un

coeficiente de determinacion (R?) superior a 0,80 (figura 15).

Ademas, también se observé que el tamafio del diAmetro de las particulas (cuantificado
como P90D) fue menor (<4 um) en las suspensiones mas diluidas (datos no mostrados),
aungue los datos no permitieron la creacién de funciones modelo al resultar los
coeficiente de determinacion en la mayoria de los casos < 0,80. La probable
disgregacion de las microparticulas de plastico en tamafios inferiores al limite de
cuantificacion del MSIII (1,4 um) podria explicar esta ausencia de correlaciones
significativas. En consecuencia, se considerd6 el P90D medio obtenido en las
suspensiones mas diluidas como valor proximo mas cercano del existente en las

suspensiones de trabajo (tabla 5).
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Figura 15. Funciones modelo del nimero de particulas por mL de agua de mar filtrada obtenidas

mediante dilucion de suspensiones de tres tipos de microplasticos preparados a dos

concentraciones:; 1 ug-mL* (a) y 100 u-mL*? (b). En cada grafica se presenta una linea con su

tendencia (linea negra) y su desviacion estandar (sombreado gris). Las muestras se analizaron

por triplicado de manera independiente utilizando un contador de particulas MSIII.
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Tabla 5. Estimacion del nimero de particulas plasticas por mL y tamafio (percentil 90 del
diametro de particula= P90D) en las suspensiones de microplasticos de trabajo, usadas en los

ensayos de exposicion (media + desviacién estandar) (n=3) .

Suspensiones de Concentracion | Factor de | N°de particula por P90D

trabajo (ng-mL™) dilucién mL (um)
MPP 635 XF Low 1 11 4843+0 3,7£0,1
MPP 635 XF High 100 11 2.459.279+81.773 | 48+0,1
AQUAMATTE 26HD Low 1 11 7.508+0 3,3£0,2
AQUAMATTE 26HD High 100 11 289.851+0 4,7+0,1
AQUATEX 325 Low 1 11 21.310 £ 3.335 33+£0,1
AQUATEX 325 High 100 11 213.486 + 299 55%0,1

Los resultados indican que a pesar de haber preparado suspensiones de los diferentes
MPs a concentraciones en peso de MPs iguales, las condiciones de exposicién
resultaron muy diferentes en algunos de los casos. En las suspensiones Low de MPP
635 XF y AQUAMATTE 26HD el nimero de particulas resulté similar, pero fueron de un
orden de magnitud menor a las suspensiones Low de AQUATEX 325 (tabla 5). Por otro
lado, las suspensiones High de AQUAMATTE 26HD y AQUATEX 325 tuvieron un
namero casi igual de particulas por mL, mientras que las suspensiones High de MPP
635 XF fueron de un orden de magnitud mayor a las anteriores (tabla 5). En relacién al
tamafio de las particulas, éstas fueron bastante similares entre las suspensiones de
trabajo y el percentil 90 del diametro de particula resulté inferior al valor medio indicado
por el proveedor, con particular referencia al microplastico AQUATEX 325 (Tabla 2 y 5).

En la mayoria de estudios de exposicién de MPs a invertebrados marinos publicados
hasta la fecha, la caracterizacion de los MPs utilizados es limitada y se basa en
concentraciones nominales de las suspensiones empleadas y/o su tamafio medio, bien
cuantificado mediante observaciones microscopicas 0 proporcionado previamente por
el proveedor (Von Moos, Burkhardt-Holm y Kéhler, 2012; Avio et al., 2015; Beiras et al.,
2018a; Oliveira et al., 2018). En otros estudios realizados con micro y nanoparticulas, el
tamafio de éstas en las suspensiones de trabajo se ha cuantificado mediante
microscopia electrénica de transmision y la carga potencial de las particulas mediante
espectroscopia de dispersion dinamica de luz (DLS, "Dynamic light Scattering”) (Canesi
et al., 2015; Oliviero et al., 2019).
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Recientemente, el uso del contador de particulas como herramienta para caracterizar
las suspensiones de MPs ha sido referenciado en varios estudios (Beiras, Tato y Lopez-
Ibafiez, 2018b; Fernandez y Albentosa, 2019; Oliviero et al., 2019). Sin embargo y hasta
la fecha, este es el primer estudio de exposicion a particulas de MPs realizados con
invertebrados marinos donde se ha caracterizado cuantitativamente el nimero de MPs

por mL en el medio de exposicion.

3.3. Efecto de los MPs extracelulares sobre la eficacia fagocitica de hemocitos

La eficacia fagocitica (EF) de los hemocitos de mejillon expuestos a diferentes tipos de
MPs y a dos concentraciones de trabajo Low (1 pg-mL™?) y High (100 pg-mL™?) no fue
estadisticamente diferente a la de los tratamientos Control en ningin caso (ANOVA,; test
de Dunnett, p-valor > 0,05) (figuras 16).

En la exposicién a MPP 635 XF los hemocitos mostraron un aumento en su EF con
relacién al control y proporcional a la concentracién de las suspensiones, mientras que
en las exposiciones a AQUAMATTE 26HD y AQUATEX 325 se observa un aumento en
la EF a la concentracion Low y una disminucion en la EF a la concentracion High con
respecto al control. Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas como refleja
el andlisis estadistico. Sélo en el caso de la exposicién al microplastico AQUAMATTE
26 HD se observaron diferencias significativas de la EF entre las concentraciones de
exposicion Low e High (ANOVA, test de Tukey, p-valor < 0,05), mostrandose la
presencia de dos subconjuntos diferenciados: a) tratamiento Control y Low y b)

tratamiento Control y High.
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Las EF en los diferentes tratamientos con MPs vari6 desde 2,5% hasta 6,1% (tabla 6).En
general, los datos obtenidos en este experimento cumplieron la normalidad y la
homogeneidad en las varianzas, justificAndose los resultados obtenidos en los analisis
paramétricos (Apartado 2 del Anexo IV).

Tabla 6. Porcentaje de eficacia fagocitica (YEF) (media + error estandar) en hemocitos

expuestos durante 30 minutos a diferentes concentraciones y tipos de MPs de PE.

Experimento 2

Tratamientos n %EF

Tratamiento 1 Control FSwW 12 2,7+0,7
Tratamiento 2 Low MPP 635 XF 1 pg-mL? 12 25+0,6
Tratamiento 3 High MPP 635 XF 100 pg-mL* 12 2,7+0,9

Experimento 3

Tratamientos n %EF

eigli=ies | Control FSW 31 4,9+0,5
Tratamiento 2 Low AQUAMATTE 26HD 1 pg-mL*? 15 3,6+0,7
Tratamiento 3 High AQUAMATTE 26HD 100 pg-mL*? 16 6,1+0,6
Experimento 4

Tratamientos n %EF

Lcinalsaer - Control FSW 26 49+0,7
Tratamiento 2 Low AQUATEX 325 1 pg-mL? 13 6,0+1,0
Tratamiento 3 High AQUATEX 325 100 pg-mL™* 15 4,6 +0,5

[31]
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Figura 16. Eficacia fagocitica relativa al control (media + error estandar) en hemocitos de
mejillén, tras su exposicion in vitro a tres tipos de MPs de PE a dos concentraciones (Low (1
pg-mL1) y High (100 pg-mL1)), suspendidos en agua de mar filtrada (FSW), y a sus respectivos

tratamientos Control (FSW). Las letras mayusculas indican subconjuntos homogéneos (ANOVA,
test de Tukey, p-valor < 0,05).

Atendiendo a los resultados obtenidos no se muestran evidencias significativas de que
los MPs de PE causen efectos inhibitorios sobre la EF en hemocitos de mejillon (Mytilus
galloprovincialis) a ninguna de las concentraciones ensayadas (1 y 100 ug-mL?). Se
observa una tendencia a la estimulacion de la EF, particularmente a bajas
concentraciones (1 pg-mL?), apuntando a una posible induccién de la fagocitosis,
aunque como se dijo anteriormente, no fue posible demostrarlo estadisticamente. En un
estudio realizado por Canesi et al. (2015) se observé una disminucion de la actividad

fagocitica dependiente de las dosis (1,5 y 50 pug-mL?') en hemocitos de mejillén
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expuestos a nanoparticulas de poliestireno amino modificadas. En otros estudios
previos también se han observado diferentes efectos toxicos en mejillones y otros
organismos marinos expuestos a diferentes tipos de MPs (Besseling et al.,, 2012;
Von Moos, Burkhardt-Holm y Kéhler, 2012; Jeong et al., 2017).

Un estudio de laboratorio publicado recientemente, demostré que la ingesta de
microplasticos MPP 635 XF (el mismo que el usado en el presente estudio) por parte
del mejillon desde la columna de agua se correlaciona positivamente con la
concentracion del MPs en esta matriz, y que los MPs méas pequefios (2-4 pum) son
eliminados del organismo con menor eficiencia que los de mayor tamafio (> 10 um)
(Fernandez y Albentosa, 2019). La informacion ambiental disponible sobre
concentraciones de MPs en el agua de mar y tejidos de mejillén es limitada, y esta
referida a tamafos de particulas mayores (>6 um), que los del presente trabajo
(P90D<6 pm), por lo que los estudios existentes son dificiimente comparables
(Van Cauwenberghe et al., 2015; Karlsson et al., 2017; Barboza et al, 2018b). Las
concentraciones de MPs ensayadas en nuestros estudios se pueden considerar
a priori no relevantes ambientalmente (minimo observado en este trabajo > 4.000
pp/mL), aunque hay que considerar que hasta la fecha, se desconoce el numero de MPs
de tamafio < 8 um acumuladas por organismos filtradores procedentes de poblaciones

naturales.

3.4. Efecto del Hg en presencia de MPs extracelulares sobre la eficacia
fagocitica de hemocitos

Por razones logisticas la exposicion de hemocitos a MPs y Hg se realiz6 en dos
experimentos: en el primer experimento se utilizaron las suspensiones de MPs de
1 ug-mL* preparadas en agua de mar contaminada con Hg y en el segundo experimento
las suspensiones de MPs de 100 ug-mL* preparadas en agua de mar contaminada con
Hg. Los resultados de EF obtenidos en los tratamientos Control de estos dos
experimentos fueron similares (test t de la media, p-valor = 0,327) y, por lo tanto, se
consider6 un Unico tratamiento Control en los posteriores analisis estadisticos de

diferencias entre medias (figura 17).

La eficacia fagocitica (EF) en hemocitos expuestos a las mayores concentraciones de
MPs (100 ug-mL?) suspendidos en agua contaminada con Hg (HgCl.= 108 mol-L?) fue
significativamente inferior a la de los tratamientos Control en los tres tipos de MPs
(ANOVA,; test de Dunnett, p-valor < 0,05) (figura 17). A la vista de éstos resultados, se
deduce un claro efecto inhibitorio de la actividad fagocitica (EF) en las muestras

expuestas a suspensiones de MPs con concentraciones superiores a 200.000 pp/mL en
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el medio extracelular, como consecuencia de la presencia simultanea de Hg y MPs. Sin
embargo, este efecto inhibitorio no fue evidente en las suspensiones de MPs con

concentraciones inferiores a 200.000 particulas por mL.

A pesar de que las condiciones de exposicion en cuanto a concentracion de Hg y el
namero de particulas plasticas por mL fueron similares en los tratamientos High+Hg de
los MPs tipo AQUAMATTE 26HD y AQUATEX 325 (tabla 5y 7), se observé una mayor
inhibicién de la eficacia fagocitica en el tipo AQUAMATTE 26HD (superficie oxidada y
modificada) con respecto al control. Los resultados sugieren ademas de la dosis de
exposicion a MPs, la funcionalidad y/o carga de la superficie de la microparticula puede
jugar un papel importante en el proceso de toxicidad. En este estudio, y como se
menciond en la seccidn de material y métodos, el tipo de oxidacion y modificacion de
los MPs no fueron proporcionados por el proveedor ni fueron analizados en el presente
estudio. Existen evidencias de que las microparticulas plasticas con cargas cationicas
tienen efectos mas adversos que las microparticulas con cargas aniénicas
(Liu et al., 2011; Della Torre et al., 2014; Fleischer y Payne, 2014). Se ha postulado que
las microparticulas con superficies catiénicas permiten interactuar mas facilmente con
la membrana celular debido a que su estructura molecular es mas similar a la de las

proteinas, y por lo tanto, se promueve su captacion al interior celular (Nel et al., 2009).

De manera similar a lo observado en las exposiciones a MPs sin Hg, en el caso del
microplastico MPP 635 XF, se encontr6 ademas un aumento significativo de la EF en
las muestras expuestas a concentraciones de 1 pg-mL* del microplastico en presencia
de Hg (ANOVA,; test de Dunnett, p-valor = 0,00) (figura 17). Este resultado sugiere un
efecto hormético de la concentracion de Hg sobre la EF relacionado con la presencia de

MPs (< 5.000 pp/mL) en el medio extracelular.

En estudios previos in vivo ya se han analizado los efectos toxicos de la exposicion
binaria de MPs y Hg, respecto a la accion individualizada de cada contaminante, sobre
diferentes organismos acuaticos; Barboza, Vieira y Guilhermo (2018c) y Barboza et al.
(2018Db) en la lubina europea (Dicentrarchus labrax) y Oliveira et al. (2018) en el bivalvo
de agua dulce Corbicula fluminea son algunos ejemplos. Los resultados de los estudios
mencionados anteriormente mostraron diferentes interacciones toxicolégicas entre los
MPs y el Hg en Corbicula fluminea, y demostraron la capacidad de éste metal para
adsorberse a la superficie de MPs, apoyando los resultados de este estudio. Ademas,
también se encontraron efectos negativos causados por los MPs per se sobre la

capacidad de natacion en D. labrax.
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Figura 17. Eficacia fagocitica relativa al control (media + error estandar) en hemocitos de
mejillén, tras su exposicion in vitro a tres tipos de MPs de PE a dos concentraciones (Low (1
pg-mlt) y High (100 pg-ml?t)), suspendidos en una solucién de HgCl2 (a CC-Hg), y a sus
respectivos tratamientos Control (FSW). Las letras indican subconjuntos homogéneos (ANOVA,
test de Tukey, p-valor < 0,05). Los asteriscos indican diferencias significativas con el tratamiento
Control (ANOVA; test de Dunnet, p-valor < 0,05).

La EF en hemocitos expuestos a los diferentes tratamientos con MPs y Hg vari6 desde
0,1% hasta 2,6% (tabla 7). En general, los datos obtenidos en estos experimentos
cumplieron una distribucion normal y la homogeneidad en las varianzas, justificandose

los resultados obtenidos en los andlisis paramétricos (Apartado 3 del Anexo V).
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Tabla 7. Porcentaje de eficacia fagocitica (%EF) (media * error estandar) en hemocitos
expuestos durante 30 minutos a diferentes concentraciones y tipos de microplasticos (MPs) en

presencia de Hg extracelular a concentraciones 10-8 M.

Experimento 5

[HgCl2] »
: MPs ) [HgClz] cuantificada
Tratamientos nominal n %EF
(1 pg-mLY) (mol-L1)
(mol-L1)
Tratamiento 1 Control Low - 0 16 1,8+0,2 -
Tratamiento 2 Low + Hg MPP 635XF 108 16 2,6 £+04 2,0-108+1,2.107%°
Tratamiento 3 Low + Hg AQUZf%'\H/'gTTE 108 16 12+02 22108 +1,6-10°
Tratamiento 4 Low + Hg AQUATEX 325 108 16 15+03 4,7:10% £4,6-10°

Experimento 6

[HgCl2] »
_ MPs ) [HgCl2] cuantificada
Tratamientos nominal n %EF
(100 pg-mLY) (mol-L1)
(mol-L1)
Aljziznlisne - Control High - 0 15 1,1+0,7 -
Tratamiento 2 High + Hg MPP 635XF 108 15 04+02 4,6:10% £2,6-10°
U -icee e High + Hg AQUZ/?;'\JSTTE 108 15 0,1+00 5,8:108 +1,3-10°
Tratamiento 4 High + Hg AQUATEX 325 108 15 0401 7,3:10% £1,5:10°

Para explicar el modo de accién por el cual la presencia simultanea de Hg y MPs en el
medio extracelular disminuye la concentracion necesaria de Hg individual capaz de
inhibir la EF de manera significativa, es necesario un conocimiento exhaustivo de los
procesos celulares implicados en la fagocitosis de los MPs, y en la cinética de adsorcion
y desorcion del Hg a la superficie de los MPs utilizados. EI aumento de la EF a bajas
concentraciones (< 200.000 pp/mL) de MPs observada en este estudio, a pesar de no
haber resultado significativa estadisticamente, apunta a una estimulacion del sistema
inmune innato de los mejillones. Las concentraciones de Hg en las suspensiones de
MPs cuantificadas inmediatamente tras su uso, mostraron valores estables (cercanos al
nominal), aunque se observé una tendencia relacionada con el nimero de particulas por
mL estimado en la suspension de trabajo, con mayores concentraciones de Hg total en
las suspensiones preparadas a 100 pug-mL? que en las preparadas a 1 pg-mL?
(tabla 7). Estas observaciones apuntan a un enriquecimiento de Hg en la superficie de
las particulas, que debiera ser confirmado en posteriores trabajos.

[36]
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Se ha demostrado en estudios previos que el Hg*? es capaz de aumentar el pH
intralisosomal generando una mayor fluidez (y fragilidad) de la membrana lisosomal
(Viarengo et al., 2000), bien interaccionando con la bomba de protones de su membrana
o induciendo la peroxidacion lipidica (Canesi et al., 2015). También se ha demostrado
que el Hg™ aumenta el Ca* citosdlico, lo cual puede desencadenar una
desestabilizaciéon de la membrana lisosomal via activacion de la fosfolipasa A2
dependiente de calcio (Canesi et al., 2015). El efecto inhibitorio de la fagocitosis
observado a concentraciones de Hg de 10® mol-L! en presencia de MPs de PE (3-6
pm) a concentraciones > 200.000 pp/mL en el medio extracelular, podria explicarse por
un mayor transporte de Hg hacia el interior de la célula como consecuencia del
secuestro de las microparticlas en el interior celular y de los lisosomas (efecto caballo

de troya), aunque son necesarios mas estudios para confirmar esta hipétesis.



Ramon Ortufio Montesinos




Ramon Ortufio Montesinos

5. CONCLUSIONES

La presente investigacion confirma la hipé6tesis originalmente planteada de que la
presencia simultdnea en el medio extracelular de Hg y MPs de PE aumenta la toxicidad
asociada al Hg de manera individual, afectando a la eficacia fagocitica en hemocitos de

mejillon (Mytilus galloprovincialis).
Otras conclusiones se obtienen del presente estudio:

e Concentraciones de Hg extracelulares iguales o superiores a 10® M causan
efectos inhibitorios significativos sobre la eficacia fagocitica en hemaocitos de

mejillén.

o EI comportamiento de disgregacién/agregacion de los MPs de PE en agua de
mar observado en este trabajo, asi como las diferencias encontradas en el
namero de particulas por mL entre tipos de MPs, preparados a la misma
concentracion nominal, indica la necesidad y la importancia de cuantificar este
parametro a la hora de poder valorar los resultados de toxicidad y realizar

comparaciones.

e La presencia de MPs de PE (3-6 pm) en el medio extracelular y a
concentraciones entre 4.000 y 2.000.000 pp/mL no causa efectos significativos
sobre la eficacia fagocitica en hemocitos de mejillon. En cualquier caso, y a la
vista de los resultados obtenidos en el estudio, parece probable asumir que la
exposicion a MPs per se de PE con tamafios entre 3-6 um no suponen un riesgo

para la actividad fagocitica.

e La presencia simultdnea de Hg a concentraciones <10® M y MPs de PE a
concentraciones extracelulares superiores a 200.000 pp/mL pueden causar
efectos sinérgicos negativos en la eficacia fagocitica en hemocitos de mejillon.
Sin embargo, la variabilidad en la toxicidad parece estar asociada también a
otros factores tales como la funcionalidad y/o carga de la superficie de la

microparticulas plasticas.
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5.1. Lineas futuras

Los resultados obtenidos en el presente estudio han de ser validados con exposiciones
in vivo de los organismos. La cuantificaciéon de numero de MPs (pp/mL) en muestras de
hemolinfa obtenidas en experimentos de exposicion in vivo resultard de especial interés

para establecer la relevancia ambiental de los resultados obtenidos en este estudio.

Para explicar el modo de accion por el cual el efecto sinérgico de Hg y MPs de PE en el
medio extracelular aumenta la toxicidad del Hg con respecto a la presencia individual de
Hg, es necesario un conocimiento exhaustivo de los procesos celulares implicados en
la fagocitosis de los MPs, asi como de la cinética de absorcion y desorcion del Hg a la
superficie de los MPs empleados. Para ello, seran necesarios realizar estudios de
cinética de absorcion/desorcion a distintas concentraciones de particulas junto con

estudios de bioacumulacion y translocacién de MPs en hemolinfa de mejillones.

La visualizacién microscopica de MPs en experimentos tanto in vitro como in vivo a
distintas concentraciones de MPs ayudardA a demostrar los procesos de
disgregacién/agregacion de las microparticulas como consecuencia del comportamiento
derivado de su tamafio (movimientos coloidales) y las propiedades fisicoquimicas de
éstas en agua de mar (por ejemplo: ionizacién). La caracterizacion de la carga de
superficie de las particulas microplasticas usadas en los ensayos de exposicion sera

necesaria para valorar y comparar resultados con diferentes tipos de microplasticos.

En vista a los restados obtenidos, también seria conveniente profundizar en la
evaluaciéon de potenciales efectos sobre el sistema inmune de bivalvos, valorando la
liberacion extracelular de enzimas lisosomales o la produccion de oxi-radicales
extracelulares, tanto en presencia de diferentes tipos de MPs como de mezclas binarias

con otros contaminantes modelo.
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ANEXO |. CULTIVO DE FITOPLANCTON

Diariamente se realizaban cultivos, de la especie Isochrysis galbana, afiadiendo
aproximadamente 20 mL del cultivo iniciador a balones esterilizados de 5 litros (figura
Sla). Posteriormente, se les administraba 1 mL de una preparacién del medio WALNE
con oligoelementos y 100 ul del complejo de vitaminas (tabla S1) por cada litro de agua

marina filtrada.

Los cultivos eran almacenados en estanterias del laboratorio con luz y aireacion
constante, y a temperatura (20-25°C) éptima para su desarrollo (figura S1b). Tras diez
o doce dias, los cultivos habian alcanzado su méaximo desarrollo y eran vertidos al

tanque de los mejillones.

Figura S1.(a) Adiccion de la preparacion de WALNE, oligomentos y vitaminas al cultivo de
Isochrysis galbana .(b) Almacenamiento en estanterias de los cultivos de fitoplancton a
condiciones Optimas para su desarrollo. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla S1. Composicion y preparacion del medio WALNE con oligoelementos y el complejo

vitaminico.

MEDIO WALNE

1. Se preparan 500 ml de agua destilada en un erlenmeyer estéril.
2. Se coloca otro erlenmeyer de 500 ml estéril en un agitador magnético con control de temperatura (se
ajusta a una temperatura suave) y se afiade un fondo de agua destilada.

3. Se van afiadiendo los siguientes componentes siguiendo este orden:

16.8 geueniniii e HsBOs

0.85 Qv FeCls.6H20

0.18 Guveniiei e MnClz.4H20

22,5 g Ci10H14N2Na20s.2H20
50.00 Gunvneneeie e NaNOs

10.00 Geuenineeee e NaH2P04.2H20

Una vez afadidos se enrasa hasta 500 ml con agua destilada.

Una vez disueltos todos los componentes, se afiaden 0.5 ml de la disolucién de oligoelemento.

OLIGOELEMENTOS

1. Se preparan 50 ml de agua destilada en un Erlenmeyer de 100 ml estéril.

2. Se coloca en el agitador y se van afiadiendo los siguientes componentes:

105 Qe ZnCl2

10 g CoCl2.6H20

0,45 guuiniii (NH4)sM07024.4H20
10 g CuS04.5H20

3. Esta disolucidon se acidifica con 2 gotas de acido clorhidrico (HCI).

COMPLEJO VITAMINICO

1. Se preparan 50 ml de agua destilada en un Erlenmeyer de 100 ml estéril.
2. Se coloca en el agitador y se van afiadiendo los siguientes componentes:

2 D MG e Vitamina Bi2
50.0 MG iiieii Vitamina B:

Fuente: Adaptado de Laing (1991).
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ANEXO Il. DETERMINACION DEL MERCURIO (Hg) TOTAL

Tabla S2. Cuantificacion del Hg total en las soluciones de agua de mar con diferentes
concentraciones de mercurio el dia de elaboracion (0 dias)(A) y tras dias sucesivos (21 dias)(B).

Resultados expresados en nanogramos (ng) de Hg (masa) y molaridad.

Muestra Volumen analizado (pl) Masa (ng) Concentracion molar de Hg (mol-L™?)
A B A B
10°M 30 80,43 79,08 3,29-104 3,24-10
105 M 100 26,21 25,13 9,65-10° 9,25-10°®
107M 250 6,76 2,81 3,98-107 1,66-107
108M 500 1,63 1,34 2,41-10® 1,97-10°®
10°M 600 0,63 0,99 6,45-10°° 1,01-108

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla S3. Cuantificacion del Hg total en la soluciéon de agua de mar con la concentracion critica
de mercurio (CC-Hg) trabajada el dia de elaboracion (0 dias)(A) y tras dias sucesivos (3 dias)(B).
Resultados expresados en nanogramos (ng) de Hg (masa) y molaridad (media + desviacion

estandar, n=3).

Muestra Volumen Masa (ng) Concentracién molar de Hg (mol-L?)
analizado (ul) A B A B
108 M 500 1,36 £0,08 1,32+0,07 2,01-10“+1,24-10° 1,95-108 +9,93.10°1°

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla S4. Cuantificacion del Hg total en seis suspensiones de MPs (tres tipos de MPs a dos
concentraciones diferentes cada uno) con agua marina y la CC-Hg (10-® M) establecida en el
estudio. Las suspensiones fueron preparadas y analizadas el dia de la exposicién. Resultados

expresados en nanogramos (ng) de Hg (masa) y molaridad (media + desviacion estandar, n=3) .

Suspensiones de trabajo Concentracion Vo.Iumen Masa (ng) Concentracion molar de
(Hg-mL™) analizado (ul) Hg (mol-L™)
MPP 635 XF 1 500 1,38+001  2,04-10%+1,16.101°
AQUAMATTE 26HD 1 500 150+0,11 2,20-10° £ 1,58-10°°
AQUATEX 325 1 500 318+0,31  46810°+4,63.10°
MPP 635 XF 100 500 310+0,18  4,57-10%+2,60-10°
AQUAMATTE 26HD . 500 393+0,09  580-108 +1,25.109
AQUATEX 325 100 500 4,95 £ 0,10 7,29:10% +1,49-10°

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO Ill. COMPORTAMIENTO DE LOS MICROPLASTICOS EN LAS
DILUCIONES

Tabla S5. Cuantificacion del

desviacién estandar, n=3).

ndmero de particulas por ml a distintas diluciones (media

+

Tipo de MPs Concentracion Fa.cto.r de N° de particula por mL P 90D
(ug-mL™) dilucién
MPP 635 XF 1 1/10 90.065 + 3.756 3,75+ 0,68
MPP 635 XF 1 1/20 270.832 + 87.800 3,36 + 0,37
MPP 635 XF 1 1/40 1.048.032 + 610.002 2,63 +0,67
MPP 635 XF 1 1/80 1.440.899 + 724.829 2,91+0,21
MPP 635 XF 100 1720 1.438.165 + 25.091 5,30 + 0,03
MPP 635 XF 100 1/40 1.419.832 + 34.932 4,71 +0,02
MPP 635 XF 100 1/60 1.637.165 + 56.981 4,54 + 0,03
MPP 635 XF 100 1/80 1.782.499 + 34.881 4,29 +0,04
AQUAMATTE
S 1 1/10 155.999 + 9.393 2,93 +0,25
AQUAMATTE
26HD 1 1/20 600.499 + 288.917 2,45 + 0,07
AQUAMATTE
oehD 1 1/40 1.142.099 + 302.555 2,18 +0,17
AQUAMATTE
26HD 1 1/80 3.010.365 + 960.261 2,08+ 0,31
AQUAMATTE
D 100 1720 908.999 * 6.837 5,06 + 0,01
AQUAMATTE
26HD 100 1/40 1.175.832 + 3.091 4,39 +0,04
AQUAMATTE
S 100 1/60 1.413.499 + 33.257 4,30 + 0,04
AQUZAG'\HAQTTE 100 1/80 1.513.999 + 7.500 o1+ 185
AQUATEX 325 1 1/10 325.999 + 72.806 2,05 £ 0,31
AQUATEX 325 1 1720 218.099 + 41.371 1,81 +0,10
AQUATEX 325 1 1/40 492.932 + 58.362 1,71 +0,04
AQUATEX 325 1 1/80 964.932 + 51.022 1,67 + 0,03
AQUATEX 325 100 1/20 319.365 + 8.909 7,59 + 0,62
AQUATEX 325 100 1/40 445.099 + 3.410 6,08 + 0,85
AQUATEX 325 100 1/60 835.399 + 81.341 5,14 + 0,39
AQUATEX 325 100 1/80 1.168.832 + 45.065 439+0,17

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla S6. Cuantificacion del nimero de particulas por ml en las muestras de trabajo (media +

desviacién estandar, n=3).

Concentracion

Tipo de MPs Factor de dilucion N° de particula por mL
(ug-mL™)
MPP 635 XF 1 1/10 198.600 + 13.375
MPP 635 XF 100 1/20 2.578.061 + 81.773
AQUAMATTE 26HD 1 1/10 122.733 £ 6.358
AQUAMATTE 26HD 100 1/20 2.222.728 + 19.015
AQUATEX 325 1 1/10 113.533 + 3.335
AQUATEX 325 100 1/20 1.069.728 + 29.825

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla S7. Estimacion del numero de particulas por ml en las muestras de trabajo a distintas

diluciones (media + desviacion estandar, n=3).

Concentracioén

Tipo de MPs . Factor de dilucién N° de particula por mL
(Hg-mL~)
MPP 635 XF 1 1/1 4.843+0
MPP 635 XF 1 1/10 198.600 +13.375
MPP 635 XF 1 1/20 607.980 + 53.398
MPP 635 XF 1 1/40 1.861.992 + 201.813
MPP 635 XF 1 1/80 5.704.870 £ 735.973
MPP 635 XF 100 1/1 2.459.279 £ 81.773
MPP 635 XF 100 1/20 257.8061 £ 81.773
MPP 635 XF 100 1/40 270.3095 £ 81.773
MPP 635 XF 100 1/60 2.828.129 £ 81.773
MPP 635 XF 100 1/80 2.953.163 £ 81.773
AQUAMATTE
26HD 1 1/1 7.508 £ 0
AQUAMATTE
26HD 1 1/10 122.733 + 6358
AQUAMATTE
26HD 1 1/20 284.758 + 19266
AQUAMATTE
26HD 1 1/40 660.838 + 55259
AQUAMATTE
26HD 1 1/80 1.533.987 + 152.916
AQUAMATTE
26HD 100 1/1 289.851+0
AQUAMATTE
26HD 100 1/20 2.222.728 £ 19.015
AQUAMATTE
26HD 100 1/40 3.561.179 + 37.537
AQUAMATTE
26HD 100 1/60 4.691.814 + 54.911
AQUAMATTE
26HD 100 1/80 5.705.622 + 71.487
AQUATEX 325 1 1/1 21.310 £ 3.335
AQUATEX 325 1 1/10 113.533 + 3.335
AQUATEX 325 1 1/20 216.003 = 3.335
AQUATEX 325 1 1/40 420.943 = 3.335
AQUATEX 325 1 1/80 830.823 * 3.335
AQUATEX 325 100 1/1 21.4461 £ 299
AQUATEX 325 100 1/20 1.069.728 + 29.825
AQUATEX 325 100 1/40 5.811.112 + 323.429
AQUATEX 325 100 1/60 31.592.290 + 2.631.742
AQUATEX 325 100 1/80 171.884.563 + 19.044.318

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO IV. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO

1. Efecto del Hg extracelular sobre la actividad fagocitica de hemocitos

A continuacidon se muestran los resultados del andlisis estadistico de la %CF y %EF de
hemocitos de mejillon (Mytilus galloprovincialis) expuestos in vitro a cinco concentraciones

diferentes de HgCly:
Tabla S8. Resultados de la prueba de normalidad.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Hg_concentration Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
% EF Control ,152 11 ,200" ,954 11 , 700
10°M ,141 11 ,200" ,965 11 ,828
108 M ,118 11 ,200" 971 11 ,894
107 M ,134 11 ,200" ,964 11 ,816
10 M ,134 11 ,200" ,959 11 , 753
10°M ,195 11 ,200" ,920 11 ,318
% CF Control ,222 11 ,134 ,899 11 ,178
10°M ,195 11 ,200" ,950 11 ,646
108 M ,152 11 ,200" ,953 11 ,680
107 M ,197 11 ,200" ,909 11 ,237
106 M ,179 11 ,200" ,931 11 AL17
10°M , 191 11 ,200" ,936 11 AT1

Fuente: Elaboracion propia.

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Tabla S9. Resultados de la prueba de homogeneidad de varianzas.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
% EF , 770 5 60 575
% CF ,543 5 60 743

Fuente: Elaboracion propia.



Ramoén Ortufio Montesinos

Tabla S10. Resultados del analisis de varianzas (ANOVA).

ANOVA
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
% EF Entre grupos 445 5 ,089| 13,201 ,000
Dentro de grupos ,404 60 ,007
Total ,849 65
% CF Entre grupos ,665 5 , 1331 16,518 ,000
Dentro de grupos ,483 60 ,008
Total 1,149 65

Fuente: Elaboracion propia.

2. Efecto de los MPs extracelulares sobre la actividad fagocitica de

hemocitos

A continuacion se muestran los resultados del andlisis estadistico de la %EF de

hemaocitos de mejillon (Mytilus galloprovincialis) expuestos in vitro a tres MPs diferentes
(MPP 635 XF, AQUAMATTE 26HD y AQUATEX 325) a diferentes concentraciones (Low

y High).

Tabla S11. Resultados de la prueba de normalidad para el microplastico MPP 635 XF.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
MPs_concentration Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
% EF Control ,147 12 ,200" 9721 12 ,931
Low ,188 12 ,200" 9211 12 ,290
High ,293 12 ,005 ,868 | 12 ,061

Fuente: Elaboracion propia.

* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Tabla S12. Resultados de la prueba de homogeneidad de varianzas para el microplastico MPP
635 XF.

Prueba de homogeneidad de varianzas

% EF

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.

,184 2 33 ,833

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla S13. Resultados del analisis de varianzas (ANOVA) para el microplastico MPP 635 XF.

ANOVA
% EF
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos ,000 2 ,000 ,034 ,967
Dentro de grupos ,218 33 ,007
Total ,219 35

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla S14. Resultados de la prueba de normalidad para el microplastico AQUAMATTE 26 HD.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
MPs_concentration | Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
% EF Control ,122 31 ,200" ,956 31 ,230
Low ,102 15 ,200" ,968 15 ,829
High , 147 16 ,200" ,944 16 ,398

Fuente: Elaboracion propia.

* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Tabla S15. Resultados de la prueba de homogeneidad de varianzas para el microplastico
AQUAMATTE 26 HD.

Prueba de homogeneidad de varianzas
% EF

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.

1,135 2 59 ,328

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla S16. Resultados del andlisis de varianzas (ANOVA) para el microplastico AQUAMATTE

26 HD.
ANOVA
% EF
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos ,032 2 ,016| 3,815 ,028
Dentro de grupos ,250 59 ,004
Total ,282 61
Fuente: Elaboracion propia.
Tabla S17. Resultados de la prueba de normalidad para el microplastico AQUATEX 325.
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
MPs_concentration Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig. |
% EF Control ,087 26 ,200" ,972 26 ,680
Low ,154 13 ,200" ,964 13 ,818
High ,166 15 ,200" ,938 15 ,356
Fuente: Elaboracion propia.
*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors.
Tabla S18. Resultados de la prueba de homogeneidad de varianzas para el microplastico
AQUATEX 325.
Prueba de homogeneidad de varianzas
% EF
Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
,433 2 51 ,651

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla S19. Resultados del analisis de varianzas (ANOVA) para el microplastico AQUATEX 325.

ANOVA
% EF
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos ,010 2 ,005 ,681 511
Dentro de grupos 371 51 ,007
Total ,381 53

Fuente: Elaboracion propia.
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3. Efecto del Hg en presencia de MPs extracelulares sobre la actividad

fagocitica de hemocitos

A continuacién se muestran los resultados del andlisis estadistico de la %EF de

hemocitos de mejillén (Mytilus galloprovincialis) expuestos in vitro a tres MPs diferentes
(MPP 635 XF, AQUAMATTE 26HD y AQUATEX 325), a dos concentraciones (Low y
High), suspendidos en una solucién de HgCl, (a CC-Hg).

Tabla S20. Resultados de la comparacion de los tratamientos control (Control Low y Control

High) mediante la prueba t de Student para muestras independientes.

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene de
igualdad de
varianzas prueba t para la igualdad de medias
95% de intervalo
Diferencia | de confianza de la
Sig. Diferencia | de error diferencia
% EF F | sig. t gl (bilateral) | de medias | estandar | Inferior | Superior
Se asumen
varianzas iguales
,821| ,372( -1,719 29 ,096 -,03007 ,01749 | -,06584| ,00571
No se asumen
varianzas iguales
-1,735] 27,703 ,094 -,03007 ,01733 | -,06558| ,00545

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla S21. Resultados de la prueba de normalidad para el microplastico MPP 635 XF.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
MPs_concentration Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
% EF Control ,090 31 ,200" 977 31 725
Low ,182 16 ,160 ,956 16 ,599
High ,276 15 ,003 ,818 15 ,006

Fuente: Elaboracion propia.

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors.

Tabla S22. Resultados de la prueba de homogeneidad de varianzas para el microplastico MPP

635 XF.
Prueba de homogeneidad de varianzas
% EF
Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
,004 2 59 ,996
Fuente: Elaboracion propia.
Tabla S23. Resultados del analisis de varianzas (ANOVA) para el microplastico MPP 635 XF.
ANOVA
% EF
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos ,102 2 ,051 | 20,841 ,000
Dentro de grupos ,145 59 ,002
Total 247 61

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla S24. Resultados de la prueba de normalidad para el microplastico AQUAMATTE 26 HD.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
MPs concentration | Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
% EF Control ,090 31 ,200" 977 31 725
Low ,119 16 ,200" 971 16 ,862
High 314 15 ,000 712 15 ,000

Fuente: Elaboracion propia.

* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Tabla S25. Resultados de la prueba de homogeneidad de varianzas para el micropléstico
AQUAMATTE 26 HD.

% EF

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene

gll

gl2

Sig.

1,312

59

277

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla S26. Resultados del andlisis de varianzas (ANOVA) para el microplastico AQUAMATTE

26 HD.
ANOVA
% EF
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos ,074 2 ,037 18,076 ,000
Dentro de grupos ,120 59 ,002
Total ,194 61
Fuente: Elaboracion propia.
Tabla S27. Resultados de la prueba de normalidad para el microplastico AQUATEX 325.
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
MPs_concentration Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
% EF Control ,090 31 ,200" 977 31 , 725
Low 177 16 ,192 ,943 16 ,382
High ,234 15 ,026 ,891 15 ,069
Fuente: Elaboracion propia.
* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccién de significacion de Lilliefors
Tabla S28. Resultados de la prueba de homogeneidad de varianzas para el microplastico
AQUATEX 325.
Prueba de homogeneidad de varianzas
% EF
Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
1,962 2 59 ,150

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla S29. Resultados del analisis de varianzas (ANOVA) para el microplastico AQUATEX

325.
ANOVA
% EF
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos ,034 2 ,017| 7,356 ,001
Dentro de grupos ,136 59 ,002
Total ,170 61

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO V. ABSTRACT CONGRESO MICROMED

IN VITRO EFFECTS OF MERCURY (HG) ON IMMUNE FUNCTION OF MUSSEL
(MYTILUS GALLOPROVINCIALIS) ARE ENHANCED IN PRESENCE OF
MICROPLASTICS IN THE EXTRACELLULAR MEDIUM

MARTINEZ-GOMEZ Concepcién!, SANTOS-ECH EANDIA Juan?, RIVERA HERNANDEZ José
R.12, ORTUNO Ramén?, ALBENTOSA Marinal, LEON Victor MZ.

1 Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO), Marine Contamination and Biological Effects,
Varadero 1 San Pedro del Pinatar (Murcia), Spain.

2 U.A. Ingenieria en Tecnologia Ambiental, Universidad Politécnica de Sinaloa, Mazatlan,
México. *Presenter: Martinez-Gémez Concepcidn, concepcion.martinez@ieo.es

Keywords: Hemocytes, immune function, mercury, microplastics, mussels, synergistic effects
Main topic: Sources, fate and effects of microplastics
Preferred type of presentation: Oral

We investigated the in vitro effects caused by mercury (Hg) on phagocytosis capacity
and lysosomal membrane stability (LMS) in freshly primary cultures of hemocytes from
mussel (Mytilus galloprovincialis) and how these effects are modulated by the presence
of different polyethylene (PE) microparticles (commercial stocks with mean size range
from 15 to < 6 um) in testing solutions prepared using seawater. Testing solutions of Hg
ranged from 107° to 10™° M and microplastics (MPs) suspensions were prepared at 1 and
100 pg/mL for each MP type: MPP-635 XF, AQUATEX-325 (oxidized PE) and
AQUAMATTE 26HD (oxidized and modified PE). Analysis of the number of particles per
mL and the 90th percentile of particle size (D90) of each MP suspension and its
corresponding dilutions as well as Hg concentration in testing solutions were measured
before and after performing the bioassays. Hemolymph samples from at least 12
individual mussels were used for each experiment/treatment.

Concentrations of Hg = than 10® M in the extracellular medium caused acute
destabilization of LMS and a significant inhibition of phagocytosis. The different MP types
at concentrations tested did not cause acute effects on any of these immune-related
functions. However, for some MP types, hemocytes exposed to MP suspensions and Hg
concentrations < 107 M showed acute effects on LMS and phagocytosis. Notably, the
results showed quite different number of particles per mL between suspensions of
different MP type that had been prepared at the same concentration (up to an order of
magnitude). Furthermore, generally microparticle number was directly correlated with
dilution factor, indicating particle disaggregation processes in seawater. Total Hg
concentration in MP suspensions tested did not exceed 107 M. Synergetic effects of
combined exposure to MPs and Hg are discussed in light of these results.

Further Information

Comments: As requested, | confirm that Martinez-Gémez Concepcién (me) will be the presenter
of the work during the Conference.

Conference participants: Martinez-Gémez Concepcion.



