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Resumen

Los microplasticos constituyen contaminantes que pueden ser transferidos a través de la
cadena trofica, alcanzando eventualmente al ser humano. Desde la década de 1950, la
produccion de polimeros ha experimentado un crecimiento exponencial, con un aumento
en la demanda que pas6 de 1.3 a 322 millones de toneladas de polimeros en el afio 2015 a
nivel global. A nivel mundial, se han llevado a cabo investigaciones que registran la
composicion de los microplasticos. Sin embargo, no esta claro el impacto que puede causar
el consumo de microplasticos en la fisiologia digestiva de los peces. Es fundamental llevar
a cabo un seguimiento de las particulas de microplasticos en un entorno controlado con
ejemplares de Oreochromis sp. El proposito de la investigacion fue establecer el impacto
de la ingesta de microplésticos en la fisiologia digestiva de Oreochromis sp. En este
estudio, se utilizaron cuatro grupos de peces (con 8§ individuos de 25 g) en cultivos
controlados, donde tres grupos se someten a la ingesta 1.75 g MP / L diariamente y se
mantiene el cuarto grupo como control. Se obtuvieron datos biométricos y muestras
estomacales e intestinales de los peces, para realizar digestiones /n Vitro, y determinar el
efecto de los microplésticos en las actividades enzimaticas de Oreochromis sp. Se espera
que los resultados obtenidos, tengan un impacto en diversos sectores como la acuicultura,
biologia, fisiologia, sector salud, entre otros, por ende, al aportar datos fiables sobre los
efectos que causen los microplasticos en los procesos digestivos de peces de importancia
en la acuicultura. Los peces son un eslabon en la cadena alimenticia de los humanos, por
consiguiente, se prevé que los resultados obtenidos en Oreochromis sp (dafios,
alteraciones, entre otras) puedan posteriormente estudiarse en los seres humanos. Los
resultados muestran un alto consumo de microplastico <20mm por Orecohromis sp. Los
niveles de glucosa plasmatica en los grupos tratados, muestran un leve descenso versus el
grupo control. Este consumo de particulas no nutricionales puede estar causando pérdidas
en variables biométricas, asi como enfermedades cronicas a nivel tegumentario. Las
microparticulas de plastico se encontraron a nivel estomacal, sin embargo en los intestinos

no fueron observadas.



Abstract

Microplastics are contaminants that can be transferred through the food chain, eventually
reaching humans. Since the 1950s, polymer production has experienced exponential
growth, with demand increasing from 1.3 to 322 million tons of polymers in 2015 globally.
Research has been conducted worldwide to record the composition of microplastics.
However, the impact that microplastic consumption may have on the digestive physiology
of fish is unclear. It is essential to monitor microplastic particles in a controlled
environment with Oreochromis sp. The purpose of the research was to establish the impact
of microplastic ingestion on the digestive physiology of Oreochromis sp. In this study, four
groups of fish (with 8 individuals of 25 g) were used in controlled cultures, where three
groups were subjected to the intake of 1.75 g MP / L daily and the fourth group was
maintained as a control. Biometric data and stomach and intestinal samples of the fish were
obtained, to perform in vitro digestions, and determine the effect of microplastics on the
enzymatic activities of Oreochromis sp. It is expected that the results obtained will have
an impact in various sectors such as aquaculture, biology, physiology, health sector, among
others, therefore, by providing reliable data on the effects caused by microplastics in the
digestive processes of fish of importance in aquaculture. Fish are a link in the human food
chain, therefore, it is expected that the results obtained in Oreochromis sp (damage,
alterations, among others) can later be studied in humans. The results show a high
consumption of microplastic <20mm by Orecohromis sp. Plasma glucose levels in the
treated groups showed a slight decrease compared to the control group. This consumption
of non-nutritional particles may be causing losses in biometric variables, as well as chronic
diseases at the tegumentary level. Plastic microparticles were found in the stomach,

however they were not observed in the intestines.



Introduccion

La contaminacion de desechos plésticos que existe actualmente en nuestros océanos es un
problema que va en crecimiento, ya que en los ultimos afios la produccion de polietileno
se ha incrementado y esta es desechada a los océanos y cuerpos de agua afectando a las
especies marinas. (Alvarez et al., 2020). Tal como precisa (Santos et al., 2020) que desde
el afio 1950 la produccion de plasticos a nivel mundial ha aumentado con gran rapidez de

5 millones de toneladas a 300 millones de toneladas al ano.

En los estudios realizados hay una clara evidencia de la presencia de microplasticos en los
peces peldgicos como bentdnicos, las microparticulas que estan almacenadas en sus
estomagos, se llegan a bioacumular afectando asi a sus depredadores mas grandes esto
incluye a los seres humanos (Lopez et al., 2022), la distribucion de los microplasticos en
los ecosistemas acuaticos dependen mucho de la densidad que tengan, tamafio y forma,
estas llegan a ser consumidas por los peces por las mismas caracteristicas que poseen

(James et al., 2022).

Segtin (Piyawardhana et al., 2022) menciona que los microplasticos son ubicuos, toxicos y
que persisten en el ambiente marino, estos son considerados un potencial contaminante
emergente, dificil de eliminar debido a su composicion, (Solino et al., 2022) sefiala que los
microplasticos estan introduciéndose al mar a través de la descomposicion o directamente

desde la tierra debido a la escorrentias superficiales.

A los microplasticos se les ha atribuido distintos tamafos como particulas antropogénicas
que miden menos de Smm de didmetro estos a su vez se subdividen en dos categorias;
microplasticos primarios que se fabrican para tener un tamafio microscopico, como los
plasticos que se encuentras en los limpiadores de piel y el microplasticos segundario
(Castaiieta et al., 2020): como consecuencia de la descomposicion de desechos plasticos
mas grandes por degradacion, debido al tamafio que poseen los micropléasticos son

propensos a ser consumidos por los peces (De la torres, Apaza y Santillan et al., 2020).



La presencia de microplésticos (MP) es un problema grave debido a la contaminaciéon que
esta genera en las especies acudticas, ya que se encuentran en la superficie como en el
fondo de los océanos y en las orillas estos por el mismo tamafo que poseen y su baja
densidad facilitan su transporte y estas permanecen por varios afios en el ambiente acuatico

como terrestre, (Oliva et al. 2021).



1. ASPECTOS GENERALES

1.1 Antecedentes del problema

El rango de tamafios atribuido a los microplésticos ha variado ampliamente segin los
distintos estudios, en los cuales se consideraban microplésticos aquellas particulas con
didmetro < 10 mm, o <5 mm (Barnes et al., 2009), entre 2-6 mm (Derraik, 2002), <2 mm

y <1 mm (Fossi et al., 2016).

La ingestion de plastico por organismos marinos es menos evidente que los atrapamientos
descritos en el apartado anterior; sin embargo, también ha sido documentada ampliamente,
por ejemplo, en la revision de Laist (1997). Los desechos marinos, especialmente los
plasticos, son frecuentemente confundidos con alimento, lo que provoca trastornos
gastrointestinales y altera diversas funciones bioldgicas, incluida la reproduccion, entre
otras. Histéricamente, los mamiferos marinos, las tortugas y las aves marinas han sido los
indicadores mas evidentes de estas problematicas, aunque el espectro de organismos
afectados se ha ampliado considerablemente, abarcando especies de peces, invertebrados
e incluso pequenos copépodos. De acuerdo con un estudio reciente realizado por Rojo
(2017), el nimero de especies de aves, tortugas y mamiferos marinos impactados ha
aumentado de 143 (33%) a 233 (44%) casos. En particular, en el caso de las aves, la
presencia de plésticos en las colonias de aves marinas y costeras, asi como su ingestion, ha
ido en aumento. Uno de los primeros registros de esta ingestion se remonta a 1962, cuando
un paifio boreal en Terranova fue documentado. La primera tortuga conocida con plastico
fue reportada en 1968, y la primera ballena en 1979. Aunque menos evidente, el caso de
los peces también ha sido documentado desde 1972, segun Rojo (2017). En la actualidad,
se han registrado casos de ingestion de macroplasticos en una amplia variedad de
organismos, que incluyen cetidceos dentados como los zifios, delfines y cachalotes, asi
como algunas especies de peces de interés comercial, como el arenque, la caballa, los

atunes del Mediterraneo y el bacalao del Atlantico.

La estrategia alimentaria se presenta como un elemento fundamental para comprender la
tendencia de una especie a consumir mas o menos plastico. Un estudio que examind la

ingestion de plastico en diversas especies de aves marinas reveld que las aves buceadoras



tienen la mayor probabilidad de ingerir plastico, seguidas por aquellas que obtienen su
alimento de la superficie del océano. En contraste, las especies que se alimentan de
crustaceos o cefalépodos tienden a consumir mas plastico que las piscivoras, mientras que
las aves omnivoras son mas propensas a confundir el plastico con su alimento. Ademas, se
observaron variaciones en el contenido estomacal y la cantidad de plastico ingerido entre
diferentes especies de albatros, lo que se atribuye a sus distintos hdbitos alimenticios y a

las areas donde capturan sus presas.

Esta falta de definicion de los tipos y tamafios del microplastico ha generado dificultades
al momento de realizar comparaciones de datos relacionados con estos. Por ese motivo
Andrady (2011) sugiri6 afiadir el término “mesopléstico” para diferenciar los pequenos
plasticos que eran visibles a simple vista de los microplasticos, que solo podian visualizarse

con el microscopio.

En el &mbito de los microplasticos, es posible diferenciar entre los microplésticos primarios
y los microplésticos secundarios. Los primarios son aquellos que ya han sido fabricados
para ser de un tamafio microscopico, como por ejemplo los que se encuentran en productos
de limpieza o de cosmética (Cole et al., 2011). Por otra parte, los microplasticos
secundarios son aquellos plasticos de pequefio tamafio que derivan principalmente de la

fragmentacion de macroplésticos tanto en el mar como en la tierra (Barnes et al., 2009).

La problematica de los microplasticos en el ecosistema marino ha sido objeto de numerosos
estudios que evidencian su ingesta por diversas especies. Estos contaminantes, al tener un
tamano similar al del zooplancton, son susceptibles de ser ingeridos directamente durante
la depredacion por especies como los peces. Ademas, organismos que filtran el agua, como
los cetaceos misticetos y los bivalvos, pueden también incorporar microplasticos de manera
indirecta en su alimentacion. Asimismo, la ingestion de microplésticos y de presas
contaminadas genera la bioacumulacién de toxinas quimicas en organismos filtradores y
depredadores. La mayoria de los microplasticos contienen un compuesto quimico
denominado PBT (Polibutilenotereftalato), que tiene una baja solubilidad en agua de mar
y por lo tanto, tiende a concentrarse en la superficie donde puede ser absorbida por

filtracion y bioacumularse en los organismos (Fossi et al., 2016).



El estudio de Boerger et al. (2010), basado en el andlisis del contenido estomacal de 670
peces pertenecientes a cinco especies mesopeldgicas (viven entre los 200-1000 m de
profundidad) y una epipelédgica (vive entre la superficie y los 200 m), confirmo6 la ingesta
de microplasticos por parte de los peces y estim¢ la cantidad de plastico ingerida en 1375

piezas.

Lonnstedt y Eklov (2016) llevaron a cabo un estudio experimental que evidencio que la
ingestion de microplasticos, es decir, particulas de plastico de menos de 5 milimetros, por
las larvas de peces puede generar complicaciones en su capacidad reproductiva y
representar un riesgo para su supervivencia. Tanaka et al. (2013) también demostro el
impacto de estos contaminantes en aves marinas ya que analizo el contenido estomacal de

diferentes especies y encontrd particulas de plastico en todas ellas.

Asimismo, los organismos filtradores, tales como los bivalvos, se ven impactados. En una
investigacion realizada por Li et al. (2015), se estudio la cantidad y las clases de
microplasticos en nueve especies de bivalvos que tienen un alto volumen de
comercializacion en Shanghdi, China. Los resultados revelaron que los bivalvos
presentaban concentraciones significativas de contaminantes, lo que resalta la importancia
de regular los microplasticos en los mariscos, ya que constituyen un riesgo para la salud de

las personas.

Un estudio reciente (Hall et al. 2015) también ha demostrado que los corales se alimentan
de manera indirecta o directa de microplasticos, aunque, no han podido demostrar como

estos microplésticos afectan al crecimiento de los corales.

Lusher et al. (2015) llevd a cabo el primer estudio enfocado en la identificacion de
microplasticos en el sistema digestivo de cetadceos. Este analisis se centrd en zifios (Ziphius
cavirostris) que habian varado en las costas del norte y oeste de Irlanda, encontrando que
la mayoria de los microplasticos detectados eran de polietileno. Al tratarse del primer
estudio de este tipo, no fue posible realizar comparaciones con investigaciones previas; sin
embargo, se confirmd que los cetaceos ingieren microplasticos, ya sea directamente del

agua o de manera indirecta al alimentarse de pequefios peces.



La ingestion de plastico, ya sea de forma intencionada o accidental, puede ocasionar la
muerte de manera inmediata a través de la obstruccion fisica del estdmago. Ademas, puede
influir en los organismos mediante diversas disfunciones estomacales, incluyendo efectos
quimicos asociados. Los fragmentos de plastico no necesitan ser excesivamente grandes
para causar dafos; la orientacion de estos y el tipo de dafo que producen son aspectos
fundamentales a considerar. Por ejemplo, en un estudio de Brandao et al (2011) se
documenta la muerte de un pingiiino por perforacion de la pared del estomago al ingerir
una pajita. No es imprescindible que se produzca una obstruccion completa del estomago;
basta con experimentar una sensacion de saciedad para inhibir el deseo de alimentarse, lo
que puede llevar a una carencia de nutrientes y, en ltima instancia, a la muerte indirecta

del organismo.

De manera similar, la ingestion de fragmentos de pléastico, como los que se encuentran en
las bolsas, puede obstruir parte de la superficie destinada a la absorcion de nutrientes en el
estobmago, lo que podria comprometer la eficacia nutricional o provocar la formaciéon de
ulceras. En resumen, la presencia de plastico en el estbmago, aunque no cause una muerte
inmediata en el animal, puede inducir una sensacion de saciedad que inhibe el instinto de
alimentarse y la busqueda de alimento, es decir, se busca conocer el efecto que genera el
consumo excesivo de micropléstico, donde podria causar desnuticion en los peces

silvestres.

1.2 Situacion Actual o estado actual del problema
Los microplasticos pueden impactar de manera adversa la salud de las especies de peces.
Estos diminutos fragmentos de plastico pueden ser ingeridos por los peces a través de la

alimentacion, y se ha observado que pueden acumularse en el tracto digestivo.

La deteccion de microplésticos en el tracto gastrointestinal de los peces puede causar
diversos efectos adversos, como inflamacion, dafio en los tejidos y alteraciones en la
absorcion de nutrientes. Ademas, se ha observado que los microplasticos tienen la
capacidad de funcionar como transportadores de sustancias quimicas contaminantes, ya

que pueden absorber y transportar sustancias toxicas.



Es fundamental sefialar que la intensidad de los impactos de los microplasticos en los peces
puede fluctuar en funcion de varios factores, como el tipo y tamafio de los microplasticos,

la especie de pez y las condiciones ambientales.

1.2.1 Planteamiento del problema

Se han registrado casos de consumo de microplasticos en diversas especies de fauna
acuatica en multiples hébitats, que incluyen la superficie marina, la columna de agua, el
bentos, los estuarios, las playas y las instalaciones de acuicultura. Se ha documentado que
mas de 220 especies diferentes ingieren microplasticos en condiciones naturales.
Excluyendo aves, tortugas y mamiferos, el 55 por ciento de estas especies, que abarcan
desde invertebrados hasta peces, son de importancia comercial. Los efectos perjudiciales
de la ingestion de microplasticos han sido observados en organismos acuéticos en entornos
de laboratorio, donde generalmente se les expone a concentraciones mucho mas elevadas
que las que se encuentran en el medio ambiente. En estas condiciones y ante una exposicion
cronica, se ha evidenciado que los microplésticos afectan de manera negativa la
fecundidad, la supervivencia larval y el desarrollo adecuado de los organismos estudiados.
Sin embargo, se conoce poco sobre coémo los microplasticos pueden alterar los procesos
ecoldgicos y acumularse a través de la transferencia trofica en condiciones naturales, asi
como los efectos que estos pueden tener en la fisiologia digestiva y endocrinolédgica de los

peces.

Se desconoce los efectos que tienen estos microplasticos en las acciones enzimaticas y en
los procesos de absorcion de nutrientes, asi como los efectos astringentes que tienen sobre

el epitelio intestinal.

1.3 Supuesto General o Hipotesis
La ingestion de alimento manipulado con microplasticos, causa efectos significativos en la

fisiologia digestiva de Oreochromis sp.



1.4 Objetivos
1.4.1 General

e Determinar el efecto provocado por la ingesta de microplésticos en la anatomia y

fisiologia digestiva de Oreochromis sp.

1.4.2 Especificos
e Colectar y analizar datos biométricos de Oreochromis sp durante el periodo de
estudio.
e Observar afectaciones anatomicas y fisioldgicas de Oreochromis sp, tras la ingesta
de microplasticos.
e Determinar mediante digestion in vitro el efecto de los microplasticos en las

actividades enzimaticas de Oreochromis sp frente a la presencia de microplasticos.

1.5 Delimitacion, Alcance o Cobertura.

Los animales se ven afectados por la ingestion de grandes cantidades de plastico, el cual
no es capaz de ser procesado por su sistema digestivo, ocasionando asi dafios internos,
bloqueos intestinales y, en ocasiones, la muerte. Las toxinas del plastico consumido tienen
efectos perjudiciales sobre la reproduccion y afectan negativamente el sistema
inmunologico. Es por ello de gran importancia realizar estudios en ambientes controlados,
para observar con mayor detalle de las posibles afectaciones a nivel de organismo; el cual
forma parte de la cadena alimenticia, es por ello que el motivo de estudio con Oreochromis
sp, se realizara para obtener datos fiables sobre los efectos o dafios que los microplasticos
causan en la fisiologia digestiva. Al obtener los datos de la investigacion podremos realizar
un gran aporte de como afectan realmente los plasticos que se degradan en nuestro mares,

rios, lagos, entre otros.

1.6 Restricciones y/o Limitaciones.

Un factor restrictivo significativo es la falta de informacion sobre medidas esenciales,
como el peso y el tamafio de los microplésticos en los ambientes naturales, asi como la
variabilidad en la calidad de los datos, lo que limita la capacidad de efectuar

comparaciones. Existe una inquietud generalizada en torno a la recopilacion de datos, son
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los grandes decesos que se observan a diario en la fauna marina, debido a la gran
contaminacion por plasticos. Es evidente que el grado de incertidumbre se eleva con cada
conjetura y extrapolacion, lo que subraya la importancia de realizar investigaciones mas
profundas y de recolectar datos que permitan verificar los efectos sobre los peces y, en

consecuencia, sobre la salud humana.

11



2. FUNDAMENTACION TEORICA (revision general)

La contaminacién acudtica ocasionada por microplésticos se estd transformando en uno de
los desafios ambientales mas preocupantes que enfrentamos en multiples lugares del
planeta. La presencia masiva de este tipo de residuos en rios, lagos y mares se debe tanto a
la fragmentacion en el agua de plasticos de gran tamafio como al vertido de productos o

substancias (desde detergentes hasta cosméticos) que contienen microparticulas plasticas

(Lonnstedt, 2016).

Una gran parte de la investigacion realizada en los tltimos afios se ha centrado en medir la
cantidad de microplasticos presentes, especialmente en los océanos; sin embargo, se tiene
un conocimiento limitado acerca de su impacto real en los ecosistemas, asi como en la

fauna y la flora.

El plastico, conocido también como polimero, se ha convertido en un material fundamental
para la economia de los paises, dado que su uso se ha integrado en la vida diaria de las
personas. Este material se encuentra en una amplia variedad de productos de consumo
personal, tales como prendas de vestir, utensilios de cocina, mobiliario, asi como en
aplicaciones en construccion, transporte, comunicacion y agricultura, entre otros. Desde
1950 la fabricacion de polimeros aumentd de forma exponencial por su ligereza,
durabilidad, resistencia a la corrosién, maleabilidad y, sobre todo, por ser econémicos

(Gongora, 2014).

Con el crecimiento de la poblacion y su traslado a las ciudades a partir de la segunda guerra
mundial, hubo un incremento en la demanda desde 1.3 a 322 millones de toneladas de
polimeros para el 2015 en el mundo (PlasticEurope, 2004). Paralelamente hubo un
incremento de la cantidad de basura, la cual al ser incorrectamente gestionada aumenta su
presencia en habitats terrestres y principalmente acudticos, originando altos niveles de

contaminacion (Jambeck et al., 2015).

La presencia de polimeros en costas, océanos y cuerpos de agua dulce provoca su

fragmentacion en trozos mas pequeios, un proceso que es impulsado por diversos factores
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quimicos, bioldgicos y fisicos. Estas particulas se denominan microplasticos y llegan a
medir hasta cinco milimetros de longitud (Thompson, 2004). En las ultimas décadas, la
contaminacion por particulas ha adquirido un caricter alarmante, ya que estas son
asimiladas por la biota del entorno. Esto resulta en obstrucciones en el tracto digestivo, una
sensacion de saciedad y dafios en los tejidos, lo que limita la ingesta de alimento y
disminuye la movilidad, haciendo que estos organismos sean mdas vulnerables a los
depredadores. Esta problematica puede tener consecuencias econdémicas significativas para
la acuicultura, pesca y turismo e impactos negativos en la economia. Ademas, hasta el
momento la tecnologia existente para retirar microplasticos es escasa, ineficiente y costosa

(Cole etal., 2011; Li et al., 2016; Nieto & Montoto, 2017).

Con respecto a las implicaciones, los microplasticos contienen diversas sustancias
quimicas que son integradas en su proceso de produccidn, incluyendo plastificantes,
antioxidantes, retardantes de llama y colorantes. Estas sustancias funcionan como vectores
para otros contaminantes que son bioacumulables y toéxicos, lo que puede llevar a
disrupciones en el sistema endocrino, mutaciones genéticas y carcinogénesis. Los
contaminantes antes referidos son: metales pesados (cobre, zinc, plomo), contaminantes
orgénicos persistentes (COPs) y plaguicidas (DDT) (Wright et al., 2013; Lie et al., 2016;
Pinto de Costa et al., 2016).

Produccién y Consumo de Microplastico

La localizacion de las principales fuentes y el destino de los plasticos en el ecosistema
marino representa un desafio significativo y los paises que han llevado a cabo trabajos
sobre este particular no han hecho un enfoque homogéneo. Un andlisis llevado a cabo por
EUNOMIA determina que mas del 80% de los plésticos que contaminan los océanos tiene

su origen en fuentes terrestres.

En el mismo estudio se indica que el 94% del plastico que ingresa a los océanos se deposita
en el lecho marino, donde se calcula que hay una presencia de 70 kg/km?. Solo un 1% de
los plasticos se encuentra en la superficie o flotando, con una concentracién media total

que no supera 1 kg/km. En contraste, la cantidad promedio de plastico en las playas es
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considerablemente mayor, alcanzando los 2.000 kg/km, lo cual puede atribuirse tanto a

vertidos intencionados como al "flujo" que existe entre los desechos en las playas y el mar.

En la siguiente figura 1, se puede observar un esquema con la dindmica de introducciéon y

distribucion de los plasticos en el ecosistema oceanico.

PLASTICS IN THE MARINE ENVIRONMENT:
WHERE DO THEY COME FROM? WHERE DO THEY GO?

TOTAL PLASTIC
ENTERING THE MARINE
ENVIRONMENT

12.2

."‘-ﬂaﬁ. A% N".-‘..
LAND BASED - FISHING LITTER
COASTAL S . OCEAN
. SURFACE
9 S 18kg/ km?
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Figura 1. Ciclo de entrada y distribucion de plésticos en el medio
marino (Fuente: Eunomia)

En un estudio llevado a cabo por PlasticsEurope sobre la produccion de plasticos por
regiones en el afio 2013, concluy6 que en Europa se produjeron el 20% del total de la

produccion mundial (Figura 2).

Europe
(EU27 + CH + NO)

cis

China

PRODUCTION OF PLASTICS
NAFTA MATERIALS BY REGIONS

250 Mtonne

Latin (- S
America i

Middle East, Rest of Asia
Africa

Japan

Figura 2. Produccion mundial de plasticos (Fuente: PlasticsEurope, 2015)
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Ademas, respecto a la demanda de plasticos en Europa, en este mismo estudio se indico
que cuatro paises entre los que se encuentra Espafia suman el 65% del total del pléstico

demandado, siendo la demanda anual en Espafia del 7,5% tal y como refleja la siguiente

I | 1
) 2 9 10 11 2

figura3.
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Figura 3. Demanda de materiales plasticos en el continente europeo (Fuente: PlasticsEurope)

Dinamica de los Micro Plasticos en el Medio Marino

Los microplasticos presentes en los ecosistemas acuaticos se localizan en diversos hébitats,
tales como la superficie de los océanos, la columna de agua, el lecho marino, las zonas
costeras y los organismos que habitan en estos entornos. No obstante, la informacion
disponible acerca de la cantidad de plastico en cada uno de estos espacios es limitada, y el
entendimiento sobre las interacciones entre ellos es casi inexistente. Ademas, se cuenta con
aun menos datos sobre la presencia de microplasticos en cuerpos de agua dulce. El
movimiento de los microplésticos es complejo y depende de muchos factores: flotabilidad,
bioincrustacion, el tipo, tamafio y forma de los polimeros, el viento, las corrientes locales
y de gran escala, la accion de las olas (GESAMP, 2016). Los esfuerzos por desarrollar

modelos de distribucion espacial de microplasticos han proporcionado una vision general
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sobre las areas de acumulacion a nivel global, ademas de destacar las variaciones
cuantitativas que existen entre regiones y localidades, las cuales pueden diferir en varios
ordenes de magnitud. Las areas particularmente afectadas por la presencia de
microplasticos son: el mar Mediterraneo, los mares del este y el sureste asiatico y las zonas

de convergencia ecuatorial (giros) al norte del Atlantico y del Pacifico (Figura 4).

Un caso particula en el ambito de los microplasticos: los nanoplasticos

Debido a su diminuto tamaio (inferior a lum) y a su alta relacion superficie-volumen, estas
particulas presentan un riesgo significativo como vehiculos de sustancias toxicas que
pueden atravesar las membranas celulares, comprometiendo asi las funciones fisiologicas

de los organismos que las consumen.

1000 000

100 000

10 000

1000

Figura 4. Resultados de modelos de densidad mundial de particulas plasticas (piezas por
kilémetro cuadrado, ver barra de colores) en cuatro categorias de tamafio (0,33-1,00 mm, 1,01-

4,75 mm, 4,76-200 mm y > 200 mm).
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Degradacion de Polimeros en Medios Acudticos

Se ha documentado que, tras la ingestion de microplésticos, las sustancias quimicas
aditivas que se integran en la composicion del plastico son trasladadas al sistema
circulatorio y a diversos oOrganos. Los microplasticos son persistentes y capaces de
transferirse a lo largo de la cadena tréfica, desde zooplancton y fitoplancton, hasta llegar
al humano consumidor de especies de importancia comercial como bivalvos, crustaceos y

peces (Wright et al,, 2013).

Oxidacion

Productos de
degradacion

Fragmentos
y fibras de
polimeros

ﬁ i i
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Biodegradacion .".‘ \ Oligémero N/ -
. Dimeros

V\W (( ."’ Monémeros @
<. (]
| (4

Mineralizacion

Figura 5. Vias de degradacion de polimeros sintéticos en el medio acuético con procesos de
degradacion involucrados y pasos intermedios hasta la mineralizacién completa. Fuente:

Modificado por Sanchez & tomado de Klein et al., 2018.

Organismos y microplasticos

Debido a su pequeiio tamafio y a la complejidad de su extraccion de los ecosistemas
acuaticos, se han llevado a cabo estudios sobre los impactos fisicos de los microplasticos
en mejillones, peces y copépodos. Estos consisten en obstruccion fisica, laceraciones,
inflamacion en los tejidos y aglutinacion de material (Lavender & Thompson, 2014; Li et
al., 2016). A nivel sistémico, estos agentes provocan disrupciones en el sistema endocrino,
asi como procesos de carcinogénesis y teratogénesis. Ademas, se ha documentado la

generacion de biopeliculas en los polimeros. Estas pueden cambiar la densidad de los
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materiales y, en ocasiones, viajar distancias largas, colonizando organismos en otros

lugares (Anastasopoulou ef al., 2013; Neves et al., 2015; Bellas et al. 2016).

Dada la relevancia de la fauna ictiologica, se ha vuelto fundamental investigar los
contaminantes que afectan a estos organismos, asi como evaluar la salud del ecosistema
que habitan. En este sentido, los seres que habitan en los océanos son diversos y
abundantes, siendo los peces uno de los grupos mas significativos. La ictiofauna esta
compuesta por vertebrados acudticos que poseen branquias. Sin embargo, el nimero exacto
de especies que existen aun no se ha determinado. Sin embargo, los autores estiman
alrededor de 25,000 especies, las que, de acuerdo con la clasificacion actual, se encuentran
distribuidas en 483 familias y 57 ordenes (Werlinger et al., 2004). En términos generales,
los peces poseen diez sistemas, y se puede afirmar que la configuracion fundamental del
tracto digestivo de los vertebrados se origin6 en los peces. A continuacion, se detallan las
partes esenciales de un teledsteo tipico: boca, cavidad oral, faringe, es6fago, estdbmago,
piloro, intestino corto, intestino largo y ano. Entre los peces 6seos hay, sin embargo,
muchas adaptaciones del tracto digestivo, a veces depende del tipo de alimentacion (Lagler

et al., 1990).

En México, las especies de peces mas relevantes que se extraen son aquellas destinadas al
consumo humano. Estas se dividen principalmente en peces dseos, seguidos por
elasmobranquios y crustaceos. La actividad pesquera representa uno de los recursos menos
aprovechados y, ademas, se realiza de manera inadecuada. Por lo tanto, resulta fundamental
comprender los recursos disponibles en el pais. Ello implica conocer las afectaciones que
estos organismos pudieran tener y asi administrarlos de la mejor manera posible

(CONAPESCA, 2016).
Individuo de estudio: Tilapias (Oreochromis sp)

La tilapia de género Oreochromis sp, es perteneciente a la familia Cichlidae, sub familia

pseudocrenilabrinae, orden perciformes, clase actinopterygii, filo chordata, reino animal.
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Las tilapias, un grupo de peces originarios de Africa, han desempefiado un papel
significativo en la alimentacion humana a lo largo de la historia moderna, proporcionando
un alimento de alto valor proteico. Sin embargo, su asociacion con un color gris y un sabor
a fango ha menoscabado su percepcion como fuente alimentaria, afectando su
comercializacion. En contraste, en las tltimas dos décadas, las tilapias han ganado un
notable interés en el ambito de la acuicultura, con perspectivas de cultivo a gran escala.
Sus caracteristicas excepcionales, que incluyen un crecimiento rapido, tolerancia a altas
densidades, capacidad de adaptacion al cautiverio, aceptacion de diversos tipos de
alimentos, resistencia a enfermedades y carne blanca de alta calidad, han impulsado su

atractivo comercial en el sector acuicola global.

Habitos alimenticios

La tilapia es un pez que presenta un comportamiento omnivoro, lo que implica que se nutre
de una variedad de elementos disponibles en su entorno acuético, tales como algas
microscopicas, insectos, frutas y otros alimentos naturales. Ademas, su capacidad para
adaptarse al consumo de alimentos concentrados favorece su cultivo, permitiendo obtener
altas producciones en un periodo breve y logrando rendimientos sobresalientes en la carne

de pescado.

Reproduccion

Las tilapias son peces con una alta capacidad reproductiva; esta especie comienza su
proceso de reproduccion alrededor de los 3 meses de edad. Por lo tanto, es fundamental
llevar a cabo un control y una planificacion adecuada de su apareamiento, separando a las
hembras de los machos. Ademas, se recomienda utilizar inicamente machos para el

engorde, dado que estos exhiben un crecimiento mas eficiente y acelerado.
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3. METODOLOGIA
La investigacion se realiz6 en tres etapas de trabajo:
A. Campo (In Vivo), donde se cultivaran los peces (objetos de estudio);
B. Laboratorio, donde se analizaran las muestras tomadas ademas de la fase In Vitro;

Y,

C. Andlisis de los datos obtenidos, es decir, la fase de gabinete.

A. Trabajo de Campo — In Vivo
A.1 Establecimiento de peceras
Se construy6 cuatro peceras rectangulares cuyas medidas oscilan entre 30” de largo * 177
de alto * 14” de ancho, con capacidad de 30 galones de agua. Luego de elaboradas las

peceras se procedi6 al llenado de las mismas.

Preliminares

A.2 Siembra y Aclimatacion de peces juveniles de Oreochromis sp

Se seleccionaron, contaron y empacaron en bolsas plasticas los peces juveniles de 25 g, se
transportaron al lugar de las peceras. Los peces fueron trasladados durante las horas
matutinas, con el fin de evitar que el agua se calentara por la exposicion solar, lo que podria
resultar en la muerte de los mismos. Al llegar a los estanques, las bolsas se dejaron flotar
en el agua durante 20 minutos para que las temperaturas se equilibraran, permitiendo
posteriormente que los peces salieran de la bolsa y se adaptaran a su nuevo entorno. Si no
se cumplia con este proceso de aclimatacion, podria producirse una mortalidad masiva de
los peces, ocasionada por un "shock térmico", dado que la temperatura del agua en las
bolsas suele ser superior a la del estanque receptor. Cada pecera constd aproximadamente

con 8 juveniles, sumando un total de 32 individuos.

A.3 Preparacion del Microplastico

Los pellets de polietileno de baja densidad (LLDPE) con un didmetro 0,3 cm £ 0,1 cm, se
adquirieron por medio de la empresa EASTCHEM®. Dicho pellets de poietileno se
redujeron en tamafio, utilizando un molinillo eléctrico marca CGOLDENWALL, luego se

separaron las particulas obtenidas con la ayuda de un tamizador marca TENCAN (ZS-200).
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Los microplésticos tamizados tienen tamafios <80 mm; <40mm y <20mm; el tamafio que
se utilizé fue menor a 20 mm; el tamafio utilizado de MP en la experiencia fue de 30.8 +

4.6 um (medidos en microscopio euromex holland).

Disefio Experimental

A.4 Cultivo de Oreochromis sp (Fase de Experimento In Vivo)

Se clasificaron las peceras en A, B, C y D; la primera pecera “CONTROL” (A) funcion6
como control o testigo, el cual no se alter6 la alimentacion de los peces (alimento normal
de 50% y 36% de proteina, segun el periodo de vida) el alimento utilizado pertenecia a la
linea Efico Cromis (BioMar), la segunda pecera “MP1” (B), tercera pecera “MP2” (C) y
cuarta pecera MP3 (D) pecera fueron las manipuladas introduciendo en las peceras, ademas
del alimento, 1.75 gMP/L de microplastico. El ensayo se realizd por triplicado con un
control. Utilizando la pecera A como control y B, C, D como réplicas de una sola

concentracion de microplastico.

A.5 Monitoreo de Oreochromis sp

Cada 15 dias por un periodo de dos meses, se observaron, anotaron y analizaron medidas
biométricas (longitud total, peso), de los peces, determinando diferencias entre las peceras
B, C y D en base a la pecera control (A). Tomando en cuenta que la pecera B, C y D fueron
alteradas con la presencia de microplasticos. Se realizd extraccion de sangre para realizar
pruebas hematoldgicas, con la ayuda de tubos BD Vacutainer con EDTA K2-BD, para
colocar la muestra hematoldgica y jeringuillas de 3ml. Las pruebas hematologicas fueron
realizadas mediante un analizador de sangre 3 en 1, marca Easy Touch GCHb. Se tomaron

dos peces al azar por pecera, para realizar las diferentes pruebas mencionadas.

A.6 Sedacion y Sacrificio de Peces

Para la extraccion de sangre los peces fueron sedados con quinaldina en proporciones 3 —
5 gotas/ 5 gal. El sacrificio de los animales para la realizacion de la parte In Vitro se llevo
a cabo mediante un método fisico, decapitacion, método recomendado para peces (Clifford,

1984), siguiendo y manteniendo las normas de bioética.
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B. Trabajo de Laboratorio

B.1 Analisis de Muestras de Oreochromis sp

Se realizaron pruebas enzimaticas (proteasas acidas y alcalinas totales), utilizando en el
procedimiento una centrifugadora temporada TGL, No: 30401 y capacidad 12 x 5/2ml;
para medir la absorbancia se utilizé un espectofotometro UV-1800, para preparar las
muestras de intestino y estdbmago con un blender (Yeipower mezclador de dispersion de
emulsionante homogeneizador, homogeneizador de alta velocidad 1000~22000rpm 5~33.8
fl oz FSH-2C version actualizada [110V]) y pruebas hematoldgicas donde se tomaron en
cuenta nivel de glucosa, hemoglobina y colesterol; con un medidor EasyTouch GCHb de

monitoreo multifuncién en sangre.

C. Trabajo de Laboratorio — In Vitro

C.1 Actividad Enzimatica segun la concentracion de plastico

Para comprender la relacion entre la digestion y la ingesta de microplasticos, se recred la
digestion de Oreochromis sp, basada en las concentraciones de microplésticos antes
descritas, donde se analizaron la enzima proteasa acida y alcalina totales. Se determind el
efecto del microplastico sobre las actividades proteasa 4cida total, proteasa alcalina total,

segun los métodos adaptados de Anson (1938) y Walter (1984) .

C.1.1 Extraccion de la enzima

C.1.1.1 Extracto de Estomagos e Intestinos de Oreochromis sp.

Se utilizaron tres estomagos y tres intestinos; fueron mezclado con 5 ml de agua destilada,
cada estructura por separada. Para lograr esta mezcla, se utiliz6 un mezclador de dispersion
emulsionante de homogeneizador [Yeipower Homogenizador de alta velocidad 1000 ~
22000 rpm 5 ~ 33.8 fl oz FSH-2C Version actualizada (110V)], todo el procedimiento se
debid realizar en frio para evitar la desnaturalizacion de la enzima. Luego de obtenido las

mezclas se centrifugd y se utilizd el sobrenadante.
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C.1.2 Actividad Proteasa Acida Total [Método adaptado de Anson (1938)]

Sustrato en buffer

Hemoglobina al 0.5% (w/v), diluida en buffer Glicina-HCI 50 mM a pH 2.

Reactivos
e TCA al 20% (w/v)

e 1000 ul de sustrato

Método

e Elensayo se realizd en tubos eppendorf 2 ml (por triplicado) y triplicado para el blanco
Inicia reaccion: T° = 25°C y tiempo de incubaciéon = 20 min

e Se afiadi6 a la mezcla 20 ul de enzima, seguido de una incubacion 30 min (durante el
tiempo de incubacion se mantuvo las mezclas homogéneas en un multi vortex Analog
Shaker - Thomas Scientific, a una velocidad de 3).

e Trascurrido el tiempo se detuvo la reaccion afiadiendo 500 ul de TCA 20%.

Para realizar el blanco se cambid el orden de la mezcla de reaccion, dejando al final la

adicion de enzima cuando ya se haya detenido la reaccion con el TCA.

Centrifugado
e Se centrifugd por 10 min a 12,000 g, 2° C.
Medicion
Se ley6 a una Abs de 280 nm del sobrenadante en una cubeta de cuarzo (trayectoria de luz
de 0.39 pulgadas, volumen de 0.13 onzas, rango de longitud de onda de 190-2500 nm y

capacidad de 3.5 ml) para ultravioleta con 200 ul de muestra.

C.1.2 Actividad Proteasa Alcalina Total [Método adaptado Walter (1984)]

Sustrato en buffer

Caseina al 0.5 % (w/v), diluida en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 9 y 10 mM CaCl.
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Nota: se calenté suavemente la mezcla, y se subi6 el pH a 12 aproximadamente para
mejorar la solubilidad de la caseina, para finalizar se bajo el pH lentamente a 9, hasta

obtener una solucion hialina.

Reactivos
e TCA al 20% (w/v)

e 1000 ul de sustrato

Metodo

e FElensayo se realizd en tubos eppendorf 2 ml (por triplicado) y triplicado para blanco.
Inicia reaccion: T° = 25°C y tiempo de incubaciéon = 20 min

e Se afiadi6 a la mezcla 20 ul de enzima, seguido de una incubacion 20 min (durante el
tiempo de incubacion se mantuvo las mezclas homogeneas en un multi vortex Analog
Shaker - Thomas Scientific, a una velocidad de 3).

e Trascurrido el tiempo se detuvo la reaccion afiadiendo 500 ul de TCA 20%.

Para realizar el blanco se cambid el orden de la mezcla de reaccion, dejando al final la

adicion de enzima cuando ya se haya detenido la reaccion con el TCA.

Centrifugado
e Se centrifugd por 10 min a 12,000 g, 2° C.

Medicion
Se ley6 a una Abs de 280 nm del sobrenadante en una cubeta de cuarzo (trayectoria de luz
de 0.39 pulgadas, volumen de 0.13 onzas, rango de longitud de onda de 190-2500 nm y

capacidad de 3.5 ml) para ultravioleta con 200 ul de muestra.

D. Trabajo de Gabinete

Tras la recopilacion de los datos provenientes de la evaluacion de microplasticos en
individuos de Oreochromis sp, se realizaron las pruebas estadisticas como t-student para
dos muestras independientes (un control y tres réplicas de una concentracion de

microplastico) para determinar si existio variaciones en los tratamientos. Se utilizé Excel,
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StatPlus y minitab para obtener los estadisticos mencionados. Se examin¢ la posibilidad de
que existiera una relacion entre los resultados obtenidos (medidas morfométricas y

actividad enzimatica) y el pienso manipulado con microplésticos.

> J 30" de largo * 17" de alto * 14" de
( Confeccion | ancho
J
FStablecimiento Siembra | 8-9 juveniles de apréox. 100g
dae :’?c'::s aclimataciéon por 60min.
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1,75 gl MP I} Pruebas hermatoléogicas >
8 - 9 peces )

30 galones agu: 1 fable o "
C-Manipulada | »)ariable de respuesta Th— Actividad Proteasa Alcalina Total
175 gl MP_ X b 3 Proteasa alcalina total N r"
)

8 - 9 peces

30 galones agu
D-Manipulada
1,75 glL MP
s Swpcen ) \——pAariable de respuesta 2:
Proteasa Acida Total

Figura 6. Resumen de metodologia para determinar los Efectos de los Microplasticos
en la Anatomia y Fisiologia Digestiva de Oreochromis sp
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3.1 Tipo de Investigacion

Se realizo, la investigacion de tipo experimental.

3.1.1 Justificacion

La proliferacion de microplasticos ha emergido como un problema significativo de
contaminacion ambiental. Su eliminacion resulta complicada con las tecnologias actuales,
las cuales son, ademas, costosas e ineficaces. Una vez que los microplasticos penetran en
el ecosistema, son consumidos por diversas especies, lo que genera alteraciones quimicas
y fisicas que afectan la vida de los organismos. Asimismo, estos contaminantes son
persistentes y tienen la capacidad de transferirse a través de la cadena tréfica, alcanzando
eventualmente al ser humano. Por esta razon, se han llevado a cabo numerosos estudios a
nivel global que analizan la composiciéon de los microplasticos, sus posibles efectos
adversos, sus fuentes y su trayectoria. No obstante, en Panama existen escasos registros
sobre la presencia de microplasticos y sus posibles impactos en las poblaciones de peces.
Por ello, es necesario realizar un monitoreo de particulas de microplasticos en un sistema

controlado conejemplares de Oreochromis sp.
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3.2 Variables o Categorias de la Investigacion

Variable Independiente: concentracion de microplastico

Variable Dependiente: datos biométricos (longitud total, peso)

Variable Dependiente: datos hematoldgicos (glucosa, colesterol, hemoglobina)

Variable Dependiente: actividad enzimatica (proteasa acida y alcalina totales)

3.2.1 Operacional (Operacionalizacion de las variables)

Tipo de
Variable

Variable

Definicion

Equipo

Unidad

Microplastico

Independiente

Fragmento de
plastico de tamafio
diminuto, que puede
ser fabricado
especificamente o
resultar de la
fragmentacion  de
plasticos mas
voluminosos, que es
insoluble en agua y
tiene una capacidad

de degradacion muy

reducida.

Molinillo eléctrico
marca

CGOLDENWALL

Tamizador marca

TENCAN (ZS-200)

Longitud total

Dependiente

La medida que

desde la
del

abarca
extremidad
hocico hasta la parte
mas distal del l6bulo
mas largo de la aleta

caudal.

Cinta métrica

Ictiometro

cm
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Peso

Consiste en la
acumulacion
progresiva de
proteinas, grasas y
agua a lo largo de un
periodo

determinado.

Pesa digital

Glucosa

Es el azucar
predominante en la
sangre y constituye
la fuente principal de
energia para las
células del

organismo.

Medidor Easy Touch
GCHb

mg/dL

Colesterol

Es un lipido presente
en la membrana
plasmatica de las
células eucariotas,
asi como en los
tejidos de todos los
animales y en el
plasma sanguineo de

los vertebrados.

Medidor Easy Touch
GCHb

mg/dL

Hemoglobina

Se trata de wuna
hemoproteina

presente en la sangre,
con

molecular de 64 000

una  masa
g/mol y un color rojo
distintivo, cuya

funcion principal es

Medidor Easy Touch
GCHb

g/dL
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el transporte de
oxigeno (0O:) desde
los organos
respiratorios  hacia
los  tejidos  del

organismo.

Proteasa acida

total

Son las
endopeptidasas

donde su actividad
catalitica esta
condicionada por la
presencia de dos
residuos de 4cido

aspartico.

Espectofotometro

UV-1800

Proteasa

alcalina total

Son enzimas
extracelulares,

estabilizadas por el
i6n Ca*", donde su
actividad optima se
manifiesta en un
rango de pH que

oscilaentre 9y 11.

Espectofotometro

UV-1800

3.3 Validez y confiabilidad (programas informaticos de analisis)

Se utiliz6 para los analisis estadisticos, Microsoft Excel Version 16.80 (23121017) y

StatPlus:mac - programa de analisis estadistico, version v8 (Build 8.0.3/Corev7.8.11

[arm64]).

3.4 Poblacion

En este experimento se trabajé con una poblacion de peces de treinta y dos individuos,

separados en cuatro peceras, donde cada pecera contenia ocho individuos.
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3.4.1 Muestra

Se trabajo con doce individuos por mediciones, tres individuos por cada pecera.

3.4.2 Tipo de Muestreo (s)
Se implementd un muestreo probabilistico que consistid en un procedimiento de seleccion

aleatoria simple.

3.4.2.1 Seleccion de los elementos muestrales
El estudio realizado se seleccionaron 3 individuos como muestra en cada uno de los grupos

de experimentos y control; seleccionados de manera aleatoria.

3.5 Métodos e instrumentos de investigacion

Dentro de los métodos e instrumentos de investigacion estan: la observacion, donde se
utiliz6 el cuaderno de datos, cdmaras y grabados; andlisis de contenido y la parte
experimental que incluye la manipulacion del pienso de los peces, ademas de la extraccion

de muestras hematologicas e In Vitro.
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4. ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los parametros hematolologicos (glucosa, hemoglobina y colesterol) medidos en peces de
tilapia, se muestra una comparacion entre el grupo control y los experimentos que fueron
tratados con microplasticos (1.75 gMP/L), los datos en estas medidas (Hg, Glu) muestran
un leve descenso en sus medidas en los grupos de experimento, tanto en las medidas por
muestreo (Anexos: Tabla 12, Tabla 13, Tabla 14, Tabla 15) como en los resimenes de
dichos valores (Anexo: Tabla 1), resultados similares a los realizados en O. niloticus de

Hamed ef al 2019 y en la trucha arco iris (Hodkovicova et al, 2021).

En la Tabla 12 y Tabla 13 (anexos), que corresponde a los muestreos uno y dos, se puede
observar deceso de los niveles de glucosa en los grupos experimento en comparacioéon con
el control, mientras que para el muestreo 1, la hemoglobina (Tabla 12) se muestra un
descenso en comparacion con el muestreo 2 (Tabla 13) que se marcd niveles de
hemoglobina similares en grupos experimentos y control; tendencia parecida en los
estudios realizados por Hodkovicova ef al, 2021 en la trucha arco iris Oncorhynchus

mykiss.

En el muestreo 3, se observé disminucion de glucosa en la pecera B - MP1 y aumento en
la pecera C - MP2 y pecera D - MP3; para la hemoglobina, aument6 los niveles en la pecera
B - MP1 y pecera D - MP3, mientras que para la pecera pecera C - MP2 disminuyd; con el
colesterol lo niveles se mantuvieron en rangos similares, toda la comparacion en relacion
al grupo control (Anexo: Tabla 14) (Figura 8) (Figura 9) (Figura 10) (Figura 11) (Figura
12).

Para el muestreo 4, de los parametros hematoldgicos, se mostré disminucion en todos los

valores de las variables glucosa, hemoglobina y colesterol (Anexo: Tabla 15).
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Tabla 1. Comparacion de mediciones de parametro hematologico (glucosa) por pecera
control, experimentos y muestreos

Pecera: Grupo Control [Glucosa (mg/dL)]

M1 M2 M3 M4

125 55 78 122

120 206 75 120
86

Pecera: Grupo Experimento Pecera B - MP1 [Glucosa

(mg/dL)]

M1 M2 M3 M4
84 84 50 78
49 133 59 65
181 68 70 101

Pecera: Grupo Experimento Pecera C - MP2 [Glucosa

(mg/dL)]

M1 M2 M3 M4
30 92 91 66
40 96 90 56
74 104 99 89

Pecera: Grupo Experimento pecera D - MP3 [Glucosa

(mg/dL)]

M1 M2 M3 M4
68 40 85 67
31 63 141 54
50 28
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Tabla 2. Comparacion de mediciones de pardmetro hematologico (hemoglobina) por
pecera control, experimentos y muestreos

Pecera: Grupo Control [Hemoglobina (g/dL)]

M1 M2 M3 M4

134 93 10.7 12.9

13.7 15.1 9.9 12.6
13.2

Pecera: Grupo Experimento B - MP1 [Hemoglobina (g/dL)]

M1 M2 M3 M4
12.6 12.8 10.9 9.4
9.5 12.8 11.2 12.6
13.7 11.7 15.3 13.7

Pecera: Grupo Experimento C - MP2 [Hemoglobina (g/dL)]

M1 M2 M3 M4
7.1 12.9 7.3 8.9
8.7 13.1 7.2 8.7
114 13.9 11.8 10.4

Pecera: Grupo Experimento C - MP3 [Hemoglobina (g/dL)]

M1 M2 M3 M4
7.3 13.3 8.1 6.4

134 14.3 9.2
12.1 12.3
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Tabla 3. Comparacion de mediciones de parametro hematologico (colesterol) por pecera
control, experimentos y muestreos

Pecera: Grupo Control [Colesterol (mg/dL)]

M1 M2 M3 M4

170 142 142 167

175 233 139.7 158
210

Pecera: Grupo Experimento B - MP1 [Colesterol (mg/dL)]

M1 M2 M3 M4
320 263 124 123
189 171 194 99

156 188 118 112.3

Pecera: Grupo Experimento C - MP2 [Colesterol (mg/dL)]

M1 M2 M3 M4
160 182 175 138
178 182 108 131.2
135 137 158 99.2

Pecera: Grupo Experimento D - MP3 [Colesterol (mg/dL)]

M1 M2 M3 M4
375 156 100 143.1

327 172 99.6
142 181
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Tabla 4. Promedios de Parametros Hematoldgicos de muestras experimentales y control

@ Control Experimentos MP

*;;) Glucosa Hemoglobina Colesterol Glucosa Hemoglobina Colesterol
g (mg/dL) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (mg/dL)
M1 122.5 13.6 172.5 67.5 10.2 212.6
M2 115.7 12.5 195 78.7 12.9 198.5
M3 76.5 10.3 140.9 88.7 10.8 142.8
M4 121 12.8 162.5 70.7 9.7 118.5

MP: microplastico

Los datos biométricos obtenidos durante el estudio, se muestran por variable y nimero de
muestreo, en las tablas del anexo a continuacion (Tabla Nol6), (Tabla Nol7), (Tabla
No18), (Tabla No19), (Tabla No5), (Tabla No6), con sus respectivos graficos (Figural4),
(Figural$), (Figural6) y (Figural7).

En cuanto a los valores morfométricos trabajados en Oreochromis, se destaca que tanto el
grupo control como en los experimentos se observd una ganancia de peso y longitud total
de los peces, similares (Anexo: Tabla No7); es decir, que entre los grupos estudiados, los
experimentos que poseian alimentacion con particulas de microplasticos, no influy6 en el
crecimiento normal y peso de estos peces. A lo largo de los muestreos se utilizaron los
mismos instrumentos de mediciones y pesaje. Estudios en la trucha arco iris, muestran
resultados similares donde la ingesta de microplésticos no han demostrado cambios en el

crecimiento de peces expuestos a diferentes tipos de ellos (Kim et al., 2019).
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Tabla 5. Comparacion de mediciones de datos biométricos (peso) por pecera control,
experimentos y muestreos

Pecera: Grupo Control [Peso (g)]

M1 M2 M3 M4
76 65 141 152
65 67 142 146
64 79

Pecera: Grupo Experimento B - MP1 [Peso (g)]

M1 M2 M3 M4
121 148 183 182
97 167 277 184
104 145 174 220

Pecera: Grupo Experimento C - MP2 [Peso (g)]

M1 M2 M3 M4
103 187 340 300
161 194 246 365
135 162 290 278

Pecera: Grupo Experimento D - MP3 [Peso (g)]

M1 M2 M3 M4
143 68 53 66

67 152 264 237
75 78
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Tabla 6. Comparacién de mediciones de datos biométricos (longitud total) por pecera
control, experimentos y muestreos

Pecera: Grupo Control [L. total (cm)]

M1 M2 M3 M4
17 15 20 19
17 15.4 22 16
15.8 16

Pecera: Grupo Experimento B - MP1 [L. total (cm)]

M1 M2 M3 M4
18.9 204 22 25
17.9 21 25 232
18.8 19.2 244 25.6

Pecera: Grupo Experimento C - MP2 [L. total (cm)]

M1 M2 M3 M4
18.5 22 28.5 29.5
21.2 33 242 30.2
20.3 20.5 254 26.1

Pecera: Grupo Experimento D - MP3 [L. total (cm)]

M1 M2 M3 M4
21 16.4 18 21
17 21 24.8 24
17.5 16.8
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Tabla 7. Ganancia de Peso y LT en Porcentaje (%)

Valores Iniciales Control Experimentos MP
Peso LT
Peso LT
Inicial Inicial Muestras Peso(g) LT (cm)
(® (cm)
® (cm)
M1 63.4 33.7 77.6 42.1
M2 64.4 29.0 82.7 48.0
“ H M3 82.3 47.6 88.7 53.7
M4 83.2 37.1 88.7 56.4

LT: longitud total MP: microplastico

Tabla 8. Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Glucosa  Hemoglobina Colesterol Peso LT

Estadistico
t

P(T<=t)
una cola
Valor
critico de t 1.94318028 1.94318028 1.94318028 1.943180281 1.94318028
(una cola)
P(T<=t)
dos colas
Valor
critico de t 2.44691185  2.44691185  2.44691185 2.446911851 2.44691185
(dos colas)

273856082 1.39459127  -0.0156441 -2.6012111

1.824265783
0.01690006  0.10629298  0.49401277 0.058960666 0.02029812

0.033830012  0.21258595  0.98802554 0.117921332  0.04059624

LT: longitud total

En la segunda etapa de la experiencia, se trabajo con la actividad enzimatica in vitro, al
cual se realizaron réplicas de tres por cada muestra, donde se le agreg6 0.001g de MP a las
muestras de experimentos, proporcionando asi la presencia de la microparticula. Estas
medidas en la proteasa acida total (estémago) y proteasa alcalina total (intestino), fueron

medidas a una absorbancia de 280 nm (Tabla Nol5, Tabla Nol). En ambas actividades
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enzimaticas in vitro, no se detect6 inhibicion enzimatica. Esto indica que por el periodo

de tiempo de estudio, las proteasas totales no interrumpieron la actividad proteolitica.

En este aspecto, se muestra relacion entre la actividad proteolitica normal y la variable peso
y LT (Tabla No13); teniendo en cuenta que al estar en correcto funcionamiento no afecta
el crecimiento normal del pez, por tanto sus medidas morfométricas no son afectadas;
evidenciando que las muestras de experimento junto con los blancos, no marcan un cambio

importante tras la ingesta de microplastico.

Tabla 9. Actividad In Vitro de la Proteasa Acida Total (estdmago)

Muestras SMP Muestras MP
Blanco Blanco

M1 M2 M3 M1 M2 M3
1 0358 0613 0.613 - 0359 0.618 0.627 0.62
2 058 0.59 0.602  0.626 0369 0.62 0.63 0.675
3 036 0.593 0.626 0.608 0367 0.656 0.625 0.62
X 0433 0599 0614 0.617 0365 0.631 0.627 0.638

SMP: sin microplastico MP: con micropléstico

Tabla 10. Actividad In Vitro de la Proteasa Alcalina Total (intestino)

Muestras SMP Muestras MP
Blanco M1 M2 M3 Blanco M1 M2 M3
1 0.883 2.519 2.23 2.285 0.877 2.726 2.684 2.765
2 0.862 2.194 2.301 2.348 0912 2.665 2.698 2.684
3 0.857 2.36 2315 2.192 0.935 2705 2.712 2.749
X 0.867 2.358 2.282 2.275 0.908 2.699 2.698 2.733

SMP: sin microplastico MP: con micropléstico

Estas variables estudiadas, entre ellas (blancos y experimentos); al analizar los graficos,
muestran lecturas separadas, donde muestran la disminucion de las variables glucosa,
hemoglobina y colesterol; presentados en el primer (M1) y tltimo muestreo (M4), de los

resumenes de datos (Figura No13).
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La Figura Nol8, muestra como el crecimiento del pez en longitud total y peso, no se ven
afectadas por la ingesta de microplastico, todo esto respalda los resultados obtenidos y

discutidos en la seccion de actividad in vitro, y estudios realizados por (Kim et al., 2019).

Tabla 11. Datos generales de diseccion de peces y conteo de MP encontrado

Muestra " LT Peso Peso Cantidad de = Peso MP
(2 (cm)  (8estomoago)  (Zintestino)  microparticulas (2)
1 5219 157 0.35 6.81 5 0.0065
2 149.86 202 0.59 1.20 10 0.0154
3 173.87  22.1 3.85 5.57 20 0.0044
b)
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60 MP1 ©
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Figura 7. Mediciones de glucosa en grupo control y experimentos. a. Muestreo 1 b. Muestreo 2

c. Muestreo 3 d. Muestreo 4
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En las medidas obtenidas de glucosa, observamos comparando con el grupo control, que
en el muestro 1 se muestra un ligero descenso en las tres peceras de experimentos (B -
MPI1, C - MP2, D - MP3) en los peces 1 y 2; para el muestreo 2, se observa un ascenso de
niveles de glucosa en los grupos experimentos B - MP1 y C - MP2 en los peces 1 y 2, en

el D - MP3 hubo un descenso aproximadamente de 10 mg/dL, en el pez 1 (Figura 8).
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Figura 8. Mediciones de glucosa (mg/dL) por muestreos. a. Grupo Control b. Grupo
Experimeto B-MP1 c. Grupo Experimeto C-MP2  d. Grupo Experimeto D-MP3
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2 y 4, existio un ascenso marcado en los tres grupos experimentos, con el pez 1 (Figura 9).
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El colesterol medido en Oreochromis, muestra que el primer muestreo hay una elevacion
en los grupos experimentos y para las mediciones finales existio un marcado descenso en
los valores de colesterol en los grupos B-MP1, C-MP2, D-MP3 en comparacion con el

grupo control (Figura 11).
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Para los resumenes (promedios de los muestreos) de las pruebas hematologicas, se observo
tomando en cuenta la primera y tltima medida de la glucosa y hemoglobina, que existe una
disminucion en los valores comparando con el grupo control; es decir que la ingesta de MP
en Oreochromis puede influir en la actividad normal de los peces disminuyendo la cantidad

de glucosa y hemoglobina en sangre (Figura 13).
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Para la variable peso se observa el aumento de peso en los cuatro muestreos de grupos
experimentos, comparados con el grupo control, lo que demuestra en Oreochromis que la
cantidad de tiempo e ingesta de MP no fue determinante para causar efectos negativos en
los peces. Lo suficiente para establecer que causaria en un futuro posible desnutricion en

los peces (Figura 14).
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El crecimiento de los peces experimentos fue similar al grupo control; en algunos
muestreos (1,2,4) hay un incremento en dicha medida. Los peces no muestran una

reduccion de tamafio, tras la ingesta de MP (Figura 16).
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Observacion de Tejido Tegumentario

Cabe destacar que se observo en algunos peces, tras la exposicion del micropléstico, se
generaban lesiones a nivel de su tegumento. En las observacion de los peces, una vez
presentadas las lesiones tegumentarias, los mismos morian en un corto periodo de tiempo,
que abarcaba entre uno a dos dias desde observada la lesién(es). Se observd la misma
caracteristica en las diferentes peceras de experimento, estos peces en el momento de su
muerte presentaban un peso de 135 g + 4 g (Figura No19). Segiin Mbugani et al. 2022, se
observd cambios degenerativos en los intestinos de larvas y juveniles de Oreochromis
urolepis, otros estudios (Fanjul, 2008) demuestran de igual manera el dafio al tegumento y

€scamas en peces.

Figura 19. Lesiones en el tegumento de los peces (Oreochromis)
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En la diseccion de los peces, al extraer el sistema digestivo, se analizé el contenido
estomacal e intestinal, se presenta en la Figura 20 y Tabla 11, la presencia de las unidades
de microparticulas de plastico presentes en el estobmago, sin embargo el instestino no se
observd ninguna microparticula de pléstico, dicho MP representa una cantidad estimada de
12 £+ 6 microparticulas por estbmago de pez, que representa un 1.86% de peso aproximado
de plastico vs peso de estomago. Se menciona el hallazgo de MP en el sistema digestivo
de los peces, autores como Perez et al, 2022, Otero D. 2022, Wu et al, 2020, Buwono et al,
2021, entre otros; donde a diferencia de los antes mencionados se ha podido detallar que
en este caso solo se encuentran en el estdbmago; los autores antes mencionados, lo seccionan
como forma, color y tipo de plastico de una forma global y generalizada de todo el sistema
digestivo del organismo; con el aporte de Romero et al., 2015, donde su estudio demuestra

la presencia de microplésticos en los estomagos de peces, con tamafios <5 mm.

La no aparicion de microparticulas de plastico en los intestinos, podria estar
relacionados a los estudios (Critchell & Hoogenboom, 2018; De Sales-Ribeiro et al.,
2020; Jovanovi¢ et al., 2018), se observd que los microplasticos son digeridos para

luego ser excretados.
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Figura 20. Micropléstico en estdbmago de peces (Oreochromis). Vista al estereocopio.




5. CONCLUSIONES

En las medidas morfométricas estudiadas (LT, peso) no se observaron cambios alteracion
por la ingesta de MP, esto puede ser indicativo que los microplasticos no son un agente que
altere las caracteristicas genéticas del pez. En las medidas hematologicas (glucosa,
colesterol, hemoglobina) se observé descenso de los niveles en comparacion con el grupo
control. En las medidas de la actividad enzimatica In Vitro (proteasa 4cida y alcalina total)

no se encontraron diferencias significativas en dichas actividades enzimaticas.

Tras la ingesta de microplastico, los peces en la actividad In Vitro no afecta las enzimas
proteasas acidas y bdsicas totales de Oreochromis, esto sugiere que pueda causar otras
afectaciones; con esto se demuestra que las enzimas realizar su actividad ante la presencia

o no de microplastico.

Existi6 una variacion e inestabilidad en los datos, no hay diferencias en los promedios de
las variables analizadas, pero entre las medidas intermedias, existen diferencias que no son

aparentes en los valores totales.

Con lo antes mencionado, hay que destacar que en el plazo del estudio realizado, no se
presentaron diferencias morfométricas, hematologicas ni de actividades enzimaticas In
Vitro, entre los experimentos y el control, lo que demuestra que el periodo de dos meses
no es tiempo suficiente para determinar si existe o no dafos en estas variables; es posible
encontrar en un tiempo mas prolongado de observacion algunas diferencias significativas
en las variables. Sin embargo, es notable destacar, las lesiones causadas al tegumento de

los peces, observables en las ilustraciones plasmadas.

La cantidad de MP encontrado en los estomagos de peces, no tiene relaciéon con las

variables fisicas externas e internas.

Se encontraron particulas de microplasticos en el estbmago y no en los intestinos, se sugiere

que los MP de 30.8 £ 4.6 um son expulsados por el sistema gastroitestinal.
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6. RECOMENDACIONES
Para este tipo de investigaciones, es util emplear aparatos y/o instrumentos de mayor
precision de medicion. De igual manera se recomienda, realizar el estudio en periodos mas

largos o amplios, que abarquen mas tiempo.

Realizar experimentos con diferentes concentraciones de microplasticos, para determinar

el cambio, dafio o afectacion por las concentraciones.

En futuros estudios, no solo determinar la presencia de MP en los sistemas digestivos sino

su posible aparicion en otros tejidos y analizar su relacion con la actividad fisioldgica.

Analizar el riesgo toxicologico de los peces con la ingesta de MP en un ecosistema y la

posible afectacion que pueda causar a los humanos por su consumo.

Para complementar estos estudios, se puede determinar mediante microscopia SEM, los

posibles dafios que pueden causar en el intestino y estomago de los peces.
Realizar otras pruebas /n Vitro, no solo relacionadas a las proteasas; sino incluir a las

amilasas, lipasas y esterasas, para tener una vision mas amplia sobre las alteraciones que

pudiesen existir en los peces.
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8. ANEXOS

Tabla 12. Pardmetros Hematoldgicos de muestras experimentales y control (Muestreo 1)

Hemoglobina Colesterol
Pecera Glucosa (mg/dL)
(g/dL) (mg/dL)
125 134 170
Control
120 13.7 175
X 122.5 13.6 172.5
Hemoglobina Colesterol
Pecera Glucosa (mg/dL)
(g/dL) (mg/dL)
B 84 12.6 320
MP1 49 9.5 189
- 13.7 156
X 104.7 11.9 221.7
Hemoglobina Colesterol
Pecera Glucosa (mg/dL)
(g/dL) (mg/dL)
C 30 7.1 160
MP2 40 8.7 178
74 11.4 135
X 48.0 9.1 157.7
Hemoglobina Colesterol
Pecera Glucosa (mg/dL)
(g/dL) (mg/dL)
D 68 7.3 375
MP3 31 - )
50 12.1 142
X 49.7 9.7 258.5




Tabla 13. Pardmetros Hematologicos de muestras experimentales y control (Muestreo 2)

Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL)  Colesterol (mg/dL)
55 93 142
Control 206 15.1 233
86 13.2 210
X 115.7 12.5 195
Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL)  Colesterol (mg/dL)
84 12.8 263
B
133 12.8 171
MP1
68 11.7 188
X 95.0 12.4 207.3
Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL) Colesterol (mg/dL)
C 92 12.9 182
MP2 96 13.1 182
104 13.9 137
X 97.3 13.3 167.0
Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL) Colesterol (mg/dL)
D 40 13.3 156
MP3 63 134 327
28 123 181
X 43.7 13.0 221.3
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Tabla 14. Parametros Hematoldgicos de muestras experimentales y control (Muestreo 3)

Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL))  Colesterol (mg/dL)
78 10.7 142
Control
75 9.9 139.7
X 76.5 10.3 140.85
Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL) Colesterol (mg/dL)
B 50 10.9 124
MP1 59 11.2 194
70 15.3 118
X 59.7 12.5 145.3
Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL) Colesterol (mg/dL)
C 91 7.3 175
MP2 90 7.2 108
99 11.8 158
X 933 8.8 147.0
Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL)  Colesterol (mg/dL)
D 85 8.1 100
MP3 141 14.3 172
X 113.0 11.2 136.0
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Tabla 15. Parametros Hematologicos de muestras experimentales y control (Muestreo 4)

Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL) Colesterol (mg/dL)
122 12.9 167
Control
120 12.6 158
X 121.0 12.8 162.5
Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL) Colesterol (mg/dL)
B 78 9.4 123
MP1 65 12.6 99
101 13.7 112.3
X 81.3 11.9 111.4
Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL) Colesterol (mg/dL)
C 66 8.9 138
MP2 56 8.7 131.2
89 10.4 99.2
X 70.3 93 122.8
Pecera Glucosa (mg/dL) Hemoglobina (g/dL) Colesterol (mg/dL)
D 67 6.4 143.1
MP3 54 9.2 99.6
X 60.5 7.8 121.4
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Tabla 16. Datos Biométricos de muestras experimentales y control (Muestreo 1)

Pecera Peso (g) LT (longitud total)
76 17
Control 65 17
64 15.8
X 68.3 16.6
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
121 18.9
B
97 17.9
MP1
104 18.8
X 107.3 18.5
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
103 18.5
C
161 21.2
MP2
135 20.3
X 133.0 20.0
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
143 21
D
67 17
MP3
75 17.5
X 95.0 18.5
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Tabla 17. Datos Biométricos de muestras experimentales y control (Muestreo 2)

Pecera Peso (g) LT (longitud total)
65 15
Control 67 15.4
79 16
X 70.3 15.5
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
148 20.4
B
167 21
MP1
145 19.2
X 153.3 20.2
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
187 22
C
194 33
MP2
162 20.5
X 181.0 25.2
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
68 16.4
D
152 21
MP3
78 16.8
X 99.3 18.1
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Tabla 18. Datos Biométricos de muestras experimentales y control (Muestreo 3)

Pecera Peso (g) LT (longitud total)
141 20
Control
142 22
X 141.5 21.0
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
183 22
B
277 25
MP1
174 24.4
X 211.3 23.8
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
340 28.5
C
246 242
MP2
290 25.4
X 292.0 26.0
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
D 53 18
MP3 264 24.8
X 158.5 214
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Tabla 19. Datos Biométricos de muestras experimentales y control (Muestreo 4)

Pecera Peso (g) LT (longitud total)
152 19
Control
146 16
X 149.0 17.5
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
182 25
B
184 23.2
MP1
220 25.6
X 195.3 24.6
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
300 29.5
C
365 30.2
MP2
278 26.1
X 314.3 28.6
Pecera Peso (g) LT (longitud total)
D 66 21
MP3 237 24
X 151.5 22.5
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Figura 21. Toma de medidas de longitud estandar (LT)
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Figura 24. Preparacion de extractos (enzimas) de estomagos e intestinos utilizando un mezclador de
dispersion emulsionante de homogeneizador [ Yeipower Homogenizador de alta velocidad 1000 ~
22000 rpm 5 ~ 33.8 fl oz FSH-2C Version actualizada (110V)]

Figura 23. Toma de muestras hematologicas de vena caudal y mediciones
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Figura 26. Preparacion de sustancias para la actividad proteasa
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Figura 27. Preparacion de eppendorf para las actividades proteasas alcalinas y acidas totales
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David, 07 de abril de 2025.

Senores
PROGRAMA DE MAESTRIA EN BIOLOGIA

Presente:

El(la) suscrito(a) certifica que, a la estudiante, Ana Patricia Samudio Miranda con cédula:

4 — 750 — 1756 se le ha revisado el trabajo de graduacién para optar por el titulo de Maestria
en Biologia titulado:

EFECTOS DE LOS MICROPLASTICOS EN LA FISIOLOGIA DIGESTIVA DE

Oreochromis sp

Por lo que, se garantiza que el trabajo cumple con todas las exigencias redaccion y

ortografia del idioma espaiiol.

Atentamente,

Iliana Dianeth Rivera Cubilla
Profesor(a) de Espaiiol
Cédula: 4-137-1698

Adjunto: Copia del Diploma.
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