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RESUMEN

Desde el origen del plastico en los 50 hasta el afio 2015 se ha estimado que se produjeron unas
6,3 billones de toneladas de residuos plasticos y la produccién y el consumo de plastico va en
aumento cada afio. Uno de los residuos pldsticos que mas tiempo persisten en el medio
ambiente y que se piensa que pueden afectar negativamente tanto a la fauna como a la flora
son los microplasticos (MPs), los cuales se definen como plasticos con un diametro menor a 5
mm. Estos microplasticos pueden ser de origen primario, como las microesferas que provienen
de los productos de cuidado personal, o secundario que se producen como consecuencia de la
degradacion de los desechos pldsticos mas grandes. Actualmente, se pueden encontrar
numerosos estudios acerca de la contaminacion por microplasticos en el medio marino, tanto
en fauna, como en el sedimento o el agua, pero el impacto de los microplasticos en la fauna y
flora del medio terrestre son escasos. También, algunas de estas investigaciones han descrito
las potenciales consecuencias negativas de los microplasticos y su posible toxicidad para los
seres humanos y animales. En este contexto, nuestra investigacién tiene como objetivo inicial
estudiar la prevalencia de microplasticos en las aves silvestres que ingresan en un centro de
recuperacion de la Comunidad de Madrid, para poder estimar la presencia de microplasticos
en los diferentes niveles de la cadena trdfica y en el medio ambiente. Para ello se puso en
marcha un protocolo para la toma de muestras y la extraccidn y analisis de microplasticos en
las aves silvestres, ya que hasta el momento no existe un modelo estandarizado para la
extraccion de los mismos. Como primera fase del estudio se analizé la presencia de
microplasticos en el tracto digestivo de las urracas (Pica pica), con la intencién de comprobar
la eficacia del protocolo establecido. Ademas, esta especie resulta de gran interés al tratarse
de un ave urbana que comparte habitat con el ser humano y esta expuesta a factores externos
similares.

LA PROBLEMATICA DE LOS MICROPLATICOS

El plastico es un material sintético hecho de materiales a base de carbono, principalmente
petrdleo y otros combustibles fdsiles. Existen diferentes tipos en funcidon de su composicion
guimica: termoplasticos (Polietileno-PE, polipropileno-PP, poliestireno-PS, Cloruro de
polivinilo-PVC) y termoestables (poliuretano, epoxi, alquitran, etc.), siendo los primeros los
mas abundantes. Ambos se caracterizan por su maleabilidad y durabilidad. Estas caracteristicas
hacen que sea ampliamente utilizado y haya sustituido en gran medida a otros materiales
como la madera, el vidrio y el metal. No obstante, dicha durabilidad hace que permanezca en
el medio durante cientos de afos. Por ello, actualmente el plastico es en un problema
ambiental critico, ya que los residuos plasticos aumentan exponencialmente cada afo.

Se estima que desde el origen del plastico en la década de 1950 hasta el 2015 se produjeron
6,3 billones de toneladas de residuos plasticos (Geyer et al, 2017), con una produccién anual
de plastico superior a los 380 millones de toneladas (de Souza et al, 2018).

Actualmente, Europa es el segundo productor mundial de plastico después de China. En 2016,
el conjunto de los paises de la Unién Europea mas Noruega y Suiza produjeron 60 millones de
toneladas de plastico, generando unas 27 millones de toneladas de residuos plasticos, de los
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cuales un 27% fueron a parar directamente a vertederos (Alessi et al, 2018). El 40% del plastico
producido en Europa se utiliza para la fabricacidon de envases, dando lugar a 16,7 millones de
toneladas de residuos; y el 10% de los plasticos son de un solo uno (Alessi et al, 2018). En el
caso de nuestro pais, Espafia es el cuarto mayor consumidor de plastico en Europa, con un
consumo de 4,6 millones de toneladas de plastico en 2016, reciclando aproximadamente un
38%. Ademas, consume el 10% de los pldsticos de un solo en Europa.

Los efectos negativos del plastico en el medio ambiente estan siendo ampliamente estudiados.
Si bien los macroplasticos (plasticos mayores a 2,5 cm) son la forma mas visible de
contaminacién plastica, son los microplasticos (MPs) los que tendrian un mayor impacto sobre
los organismos vivos (Alessi et al, 2018). Estos ultimos engloban todos los fragmentos plasticos
con un diametro menor de 5 mm, incluidos los nanoplasticos (NPs), los cuales seria aquellos
con un didmetro menor de 1um. El origen de los microplasticos puede ser de dos tipos:
primario, como por ejemplo en forma de microesferas fabricadas en la mayoria de los casos
como ingredientes de los productos de cuidado personal; o secundario, por la degradacién o
fragmentacién de plasticos de mayor tamafio, ya sea por biodegradacién (es decir, por la
accién de los organismos vivos), fotodegradacion (radiacién de la luz), degradacién térmica
(altas temperaturas), degradacion termo-oxidativa (degradacién oxidativa lenta a temperatura
moderada), hidrdlisis (degradacion por la accidon del agua) o abrasion (Jiang B et al, 2020).

Los micropldsticos podrian afectar la salud de animales y seres humanos de forma directa e
indirecta, tal y como se ha publicado en diferentes articulos cientificos (Jiang B et al, 2020).
Asi, los microplasticos podrian deteriorar directamente la funcionalidad de multitud de
drganos tanto de personas como animales. Ademas, se consideran vectores de contaminantes
como metales pesados, bacterias, virus o residuos de antibidticos, vehiculando dichos
componentes al organismo de los seres vivos. Por otro lado, gran cantidad de microplasticos
contienen aditivos que pueden liberarse mediante lixiviacion y provocar alteraciones
endocrinas debido a su actividad estrogénica, como por ejemplo los ftalatos y el bisfenol A
(BPA). Aunque estos efectos negativos se han estudiado principalmente en peces y ratones, en
los ultimos afos se estan realizando estudios in vitro sobre su repercusién en el organismo de
los seres humanos.

Prevalencia de los microplasticos en los ecosistemas
continentales

Los ecosistemas continentales estan compuestos por los ecosistemas de agua dulce y los
ecosistemas terrestres. Ambos ecosistemas han sido menos estudiados que los ecosistemas
marinos, pero cada vez son objeto de mayor preocupacion para la comunidad cientifica.

El origen de la mayor parte de los MPs en los ecosistemas continetales se debe principalmente
a una mala gestién de los residuos plasticos por parte de los vertederos y las plantas de
reciclaje. No obstante, también es muy preocupante la gran cantidad de MPs en suspension
gue ha detectado en la atmosféra, los cuales pueden ser transportados a larga distancia para
posteriormente precipitarse en la tierra. Asi, se han contabilizado hasta 355 particulas/m? al
dia en el area metropolitana de Paris, lo que corresponde a una exposicién ambiental de 2 a 10
toneladas al afio de microfibras plasticas (Qi R. et al, 2019).



MICROPLASTICOS EN AVES SILVESTRES

El 80% de los residuos plasticos que hay en los mares y océanos europeos provienen de la
tierra, por lo que es fundamental ampliar los datos sobre la prevalencia de los MPs en los
ecosistemas terrestres para poder frenar su presencia en mares y océanos. Se estima que los
ecosistemas continentales son los receptores primarios del 32% de los residuos plasticos y que
la contaminacidon de microplasticos terrestre podria ser de 4 a 23 veces mayor que la de los
océanos (Qi R. et al 2019). Se ha estudiado principalmente la prevalencia de MPs en los
campos de cultivo, encontrando una alta concentracion que afecta negativamente a la
mesofauna, la microbiota e incluso al crecimiento de las plantas.

One Health y los microplasticos

Los impactos de los MPs sobre los animales y los seres humanos pueden clasificarse en efectos
fisicos, bioldgicos y quimicos. Los impactos fisicos incluyen la ingesta de MPs, la inhalacién o la
absorcién dérmica, siendo la ingesta el mas estudiado hasta el momento, al tratarse de la
principal fuente de contaminacion para los seres humanos. Los potenciales riesgos para la
salud humana se centran, fundamentalmente, en su toxicidad gastrointestinal y hepatica,
debido al estrés oxidativo, las reacciones inflamatorias y los trastornos metabdlicos que
provocan los nanoplasticos sobre los diferentes 6rganos.

Los efectos bioldgicos son causados por los cambios en las propiedades fisicas de los MPs
debido a las biopeliculas que se forman en la superficie de los microplasticos por la naturaleza
hidrofébica de los mismos. Las biopeliculas pueden estar formadas por comunidades funcional
y filogenéticamente diversas de bacterias, protozoos, algas y hongos, que forman
colectivamente un ensamblaje microbiano, una comunidad de bioincrustaciones o un perifiton
(Méndez-Pedriza et al, 2020).

Por ultimo, el impacto quimico de los MP puede atribuirse a las caracteristicas innatas de los
plasticos o a su caracteristica como vector de contaminantes. Los efectos quimicos mas
estudiados hasta el momento son los provocados por los metales pesados y los aditivos
plasticos.

PROTOCOLO DE EXTRACCION Y ANALISIS DE
MICROPLASTICOS

Toma de muestras

Todas las muestras fueron tomadas en la sala de necropsias del Hospital de Fauna Salvaje de
GREFA, utilizando las medidas de protecciéon higiénico—sanitarias pertinentes y con
instrumental y materiales libres de plasticos para evitar contaminar la muestra. La muestra
seleccionada para probar la eficacia del protocolo fue el tracto digestivo completo de 15
cadaveres de urraca, recogiéndose desde el esdfago hasta la cloaca sin dafiar ninguna seccién
para evitar la pérdida de contenido digestivo. Esta muestra se conservd en papel de aluminio,
congelada a —209C, hasta el momento de su procesamiento.
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La elecciéon de la urraca (Pica pica) se debe al gran tamafio de su poblacién, su amplia
distribucion y las caracteristicas de su dieta. Son el cérvido mds abundante y extendido en la
Peninsula lbérica, caracterizado por su gran capacidad de adaptacion a los ambientes mas
humanizados. Sigue una dieta inespecifica, basada en el oportunismo, que incluye todo tipo de
desperdicios, lo que implica la ingesta directa de microplasticos de manera accidental.

Extraccion y analisis de microplasticos

El protocolo disefado e instaurado en el centro se basa principalmente en el utilizado por
Carlin y col (2020) para la extraccién y andlisis de microplasticos a partir del tracto digestivo de
aves de presa que ingresaron en un centro de recuperacion de Florida, en Estados Unidos.
Cualquier manipulaciéon de la muestra del tracto digestivo, una vez descongelada, se hara
dentro de la cabina de bioseguridad de flujo laminar para evitar la contaminacion ambiental de
la muestra por los microplasticos suspendidos en el aire. Todo el material utilizado sera de
vidrio o de metal y se lavara por triplicado con agua bidestilada y filtrada.

El proceso de extraccidon de microplasticos se divide en cuatro pasos: digestion, sedimentacion,
decantacion y filtracidon. En primer lugar, se lavara la muestra 3 veces con agua bidestilada y
filtrada para eliminar cualquier contaminacién que haya tenido lugar durante el proceso de
extraccion de la muestra. Posteriormente, se trocea la muestra para facilitar su digestion y se
deposita en cubetas metalicas o de cristal que soporten temperaturas superiores a los 652C. A
continuacién, se afiade una solucién acuosa de KOH al 10%, preparada con agua bidestilada y
filtrada, en una proporcién 3:1 para cada muestra de forma individual. Cada cubeta se cubrird
con papel de aluminio correctamente etiquetado con los datos de cada muestra y se colocara
en un agitador magnético con placa calefactora dentro de una cabina de extraccion , La
muestra se digiere en agitacion a 65 rpm y 652 C durante 48 horas.

Transcurrido ese tiempo, la muestra digerida se deja reposar durante 24 horas a temperatura
ambiente en probetas de vidrio dentro de la cabina de bioseguridad de flujo laminar,
Seguidamente, el sobrenadante de cada probeta se decanta en un embudo de la rampa de
filtracién en el que se habra colocado un filtro de fibra de vidrio con un diametro de poro de
0,47um, y se realiza la filtracion utilizando un sistema de vacio. Previamente a la filtracion de
las muestras, se realizard un control donde se filtre el agua bidestilada y filtrada en la rampa de
vacio, para verificar la ausencia de microplasticos tanto en el agua bidestilada y filtrada como
en el sistema de filtracién.

Todo el material utilizado serd lavado convenientemente, aclarado tres veces con agua
bidestilada y filtrada y almacenado en la cabina de flujo laminar o cubierto con papel aluminio
para evitar su contaminacién. Finalmente, el filtro se conserva en una placa de Petri estéril
lavada previamente tres veces con agua bidestilada y filtrada y se sella para evitar la
contaminacién ambiental mencionada anteriormente. El filtro se analiza utilizando una lupa
con camara integrada y se cuantifica la cantidad total de micropldsticos para obtener el
numero de microplasticos/ g de digestivo, ademas de clasificarse por colores.

El analisis de los filtros se realizara el mismo dia y por el mismo observador, para mitigar el
error humano. Cada filtro se analizara por duplicado para evitar la pérdida de informacidn.
Ademas, se realizardn fotos de los diferentes microplasticos. La metodologia utilizada para el
conteo es la siguiente: en primer lugar, se coloca una plantilla cuadriculada sobre la tapa
superior de la placa Petri y se revisa toda la cuadricula a un aumento de 30X; al identificar un
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posible MP se aumenta a 50X para corroborar que se trate de un MP y poder tomar fotos de
mayor calidad; los microplasticos observados se cuantifican y se clasifican en funcion del color
de cada uno de ellos. Cada muestra se clasifica seguin el numero de plasticos observados como
muestra con contaminacion baja (<10 MPs), media (11 — 20), moderada (21 -50), o alta (>50).

Estos datos serdn analizados de manera grupal, pudiendo realizar comparaciones con los
grupos que se analicen posteriormente. Dada la perpetuidad de los micropldsticos, todos los
filtros obtenidos en el estudio se almacenan para futuras pruebas con tecnologias como la
espectroscopia infrarroja por microondas, que permite clasificar los microplasticos por su
naturaleza quimica.

RESULTADOS

La eficacia del protocolo disefiado e instaurado en GREFA fue iddnea, ya que se consiguio
extraer y analizar con éxito los microplasticos de las 15 muestras de tractos digestivos
completos de urracas.

Se determiné que el 86,67% de las urracas contenian microplasticos en su tracto
digestivo, lo que supone una prevalencia muy elevada de microplésticos en el habitat de
estos animales, el cual es compartido con el ser humano. Por otro lado, la cantidad de MPs
encontrado en la mayoria de los individuos fue baja (66,67% de los individuos), siendo la
cantidad media de microplésticos por gramo de tejido digestivo de 0,67 MPs/g.

Microplasticos en Urracas

Figura 1. Gréfica de la prevalencia de microplasticos en el tracto digestivo de las urracas.
(GREFA- Grupo de Rehabilitacion de la Fauna Autdctona y de su Habitat)

Tras la clasificacién de los micropldsticos por colores, se observo que mas del 50% de los

microplasticos observados eran de color azul, seguido por el color rojo con un 30% de
prevalencia.
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Distribucion de los colores en urracas
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Figura 2. Grafica de la distribucion de los colores de los microplasticos de los tractos digestivos
de las urracas. (GREFA- Grupo de Rehabilitacién de la Fauna Autdctona y de su Habitat)
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