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ACTA DE LA PRIMERA REUNION DE COORDINACION DEL PROYECTO
INTERREG - ACUINANO DEL 29 DE JULIO DE 2019

Asistentes
Begona Espifia (INL — Portugal) En Santiago de Compostela, a las 10:00 horas
Laura Rodriguez Lorenzo (INL —Portugal)  de| Junes 29 de Julio de 2019 se retine en el

Alexander Campos (CIIMAR - Portugal) o :
José Carlos Martins (CIIMAR — Portugal) ~ Cdificio  CACTUS ~ de la USC, previa

Santiago Cabaleiro (CETGA — Esparia) convocatoria del miércoles 24 de Julio de 2019,
Miguel A. Correa Duarte (UV — Espafia) los representantes del Consorcio ACUINANO,
Pilar Bermejo Barrera (USC - Espafia) presidido por la Coordinadora del mismo, con la

Antonio Moreda Pifieiro (USC - Espafia)  agistencia que figura al margen, y con el

siguiente orden del dia:

1) Bienvenida y café

2) Revision del proyecto:

(a) Presentacion general del Proyecto (USC)

(b) Presentacion de cada socio

(c) Planificacion temporal de actividades

(d) Planificacion de reuniones

3) Presentacion aspectos de gestion del proyecto

4) Visita RIADT (Red de Infraestructuras de Apoyo a la
Investigacion)

2. En el punto 2 del orden del dia, la Coordinadora del proyecto ACUINANO, la
doctora Pilar Bermejo Barrera, presenta un resumen de los Obijetivos y Actividades a
realizar por los miembros del consorcio, asi como las distintas Acciones y Entregables
dentro de cada Actividad.

Dentro de la Actividad 1 (Accién 1.1) se establece que los ensayos de acumulacion y
toxicidad se llevaran a cabo con las especies piscicolas almeja japdnica (molusco) y
lenguado (pescado). Los doctores Santiago Cabaleiro (CETGA) y Miguel Correa (UV)
indican el tipo de lineas celulares y los tamanos de las nanoparticulas de TiO2y Ag a
emplear en el estudio. Se establece llevar a cabo los estudios con una linea celular
de molusco y con una linea celular de pescado, estudiando tres tamarnos de
nanoparticulas de TiOz (5, 15, y 30 nm), y otros tres tamafos para las nanoparticulas
de Ag (15, 30, y 100 nm). Los resultados de esta accion seran imprescindibles para
establecer el tamafo de las nanoparticulas empleadas en las siguientes Actividades y
Acciones de ACUINANO.

En relacién a la Accion 1.2 de la Actividad 1, se decide llevar a cabo los estudios de
bioacumulacién y toxicidad con periodicidades de 3 meses para lenguado y de 28
dias para almeja japodnica.

En la relacion a la Acciéon 1.3, el doctor Alexander Campos (CIIMAR) indica los
estudios a realizar acerca del estudio de las alteraciones fisiologicas y del
metabolismo en peces y moluscos expuestos a nanoparticulas de TiO2 y Ag.
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Finalmente, y si bien no se habian establecido coordinadores dentro de cada
actividad, se discute la posibilidad de que algin miembro del consorcio se encargue
de manera directa de cada una de las actividades. En el caso de la Actividad 1 se
propone al doctor Santiago Cabaleiro (CETGA) y al doctor Alexander Campos
(CIIMAR) como coordinadores de la Actividad 1.

En relacion a la Actividad 2, la doctora Pilar Bermejo indica los distintos
procedimientos de determinacién y caracterizacion de nanoparticulas de TiO2 y Ag,
asi como los procedimientos de extraccion de las mismas de los tejidos blandos de
moluscos y pescados. Indica, ademas, que el peso mayoritario en las dos acciones
de esta actividad (Accién 2.1 y Acciéon 2.2) lo lleva a cabo la USC, por lo que se
decide que este socio sea el coordinador de la misma.

Se describe a continuacién la Actividad 3, en la cual se discuten los estudios de
bioaccesibilidad (Accién 3.1), permeabilidad y transporte celular (Accion 3.2) y el
efecto del tratamiento culinario sobre la biodisponibilidad de las nanoparticulas de
TiO2 y Ag (Accion 3.3). Se establece que el socio coordinador de esta actividad sea el
INL.

En la Actividad 4 se discute en la Accion 4.1 como llevar a cabo los estudios de
transformacion de nanoparticulas de TiO2 y Ag en aguas de cultivo para establecer el
“ciclo de vida” de las mismas. Se indica la necesidad de incluir estudios con
microalgas para conocer de una forma mas realista el efecto de las nanoparticulas en
el medio ambiente. Finalmente en las Acciones 4.2 y 4.3 se aborda el disefio y
validacion del sensor para nanoparticulas de TiO2, indicando las posibilidades de
desarrollo del mismo (fase de prototipo) y estableciendo que su optimizacion vy
validacion se tiene que llevar a cabo con agua de cultivo con cierta cantidad de
materia organica (tal y como ocurre de forma natural en las aguas de cultivo de las
piscifactorias).

En lo referente a Gestion y Coordinacion (Actividad 5), se establece la necesidad de
reuniones técnicas dentro de cada Actividad. Estas reuniones se realizaran por
teleconferencia, y se convocaran y gestionaran por parte del grupo coordinador de
cada Actividad. Se establece asi mismo el proximo 03 de Diciembre de 2019 como la
fecha de la Segunda Reuniéon de Coordinacion ACUINANO, a celebrar también en
Santiago de Compostela.

A continuacion, la Coordinadora de ACUINANO enumera las distintas acciones dentro
de la Actividad 6 (Comunicacién), haciendo énfasis en la elaboraciéon de manuales
para la determinacion/caracterizacion de nanoparticulas de TiO2 y Ag en productos
piscicolas, y en la organizacion de talleres de demostracion del empleo del sensor y
otras herramientas nanometrolégicas. Ademas se indica la proxima preparacion de
una pagina web especifica del proyecto, y de la divulgacion de los resultados a traves
de articulos de investigacion y ponencias en congresos especializados.
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Finalmente, los distintos miembros del consorcio llevan a cabo una breve
presentacién de los trabajos planificados para las distintas Acciones de cada una de
las Actividades donde participan.

3. En el punto 3 del orden del dia, Susana Fernandez Lopez del Area Técnica,
Gestion y Valorizacion de |+D — Proyectos Internacionales (USC) presenta los
aspectos de gestion dentro del programa INTERREG. Indica los pasos a seguir en
cuanto a la atribucién de los gastos al proyecto ACUINANO, asi como la
documentacién necesaria para justificar la asistencia a congresos, los
agradecimientos en las publicaciones cientifico-técnicas y el empleo de los logos en
las comunicaciones cientificas y en los manuales de trabajo generados. Finalmente,
establece la periodicidad de los informes parciales junto con la correspondiente
auditoria, sugiriendo los meses de Junio y Julio de 2020 como una fecha adecuada
para la elaboracion del informe parcial correspondiente a las actividades de 2019 y
del primer semestre de 2020.

4. En el punto 4 del orden del dia se lleva a cabo una visita a algunas de las unidades
de la RIADT (en el Edificio CACTUS), visitando concretamente la Unidad de Rayos X,
la Unidad de Espectrometria de Masas y Proteémica, la Unidad de Microscopia
Electrénica, y la Unidad de Resonancia Magnética Nuclear.

Santiago de Compostela, 29 de Julio de 2019

P

Ll '
Pilar Bermejo Barrera

(Coordinadora ACUINANO)
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22 reunion general ACUINANO

Lugar y Fecha de la reunién

Miércoles 4 de diciembre de 2019.

Sala de juntas, facultad de Quimica, Universidad de Santiago de Compostela.

Programa

16:00 - 16:30 Recepcion y bienvenida

16:30 - 18:30 Revisidn del proyecto

Actividad 1
Actividad 2
Actividad 3
Actividad 4

18:30-19:00 Descanso

19:00 - 20:00 Revision del proyecto

Actividad 5

Actividad 6

Planificacién de reuniones
Conclusiones

21:00 Cena

Asistencia
nombre institucion
Pilar Bermejo usc
Antonio Moreda usc
Aitor Astoreca usc
Miguel Correa UVigo
Santiago Cabaleiro CETGA
Maria Vazquez CETGA
Begofa Espifa INL




& ineireg

UNION EUROPEA
UNIAO EUROPEIA

(5 CUNANO

Espafa - Portugal
’ ndo pp 0 de Desarrollo Regional g
Laura Rodriguez INL
Alexandre Campos CIIMAR
Mario Araujo CIIMAR

Desarrollo de la reunion:

Abre la sesién Pilar Bermejo (USC).

El Objetivo de la reunién general anual es dar cuenta de los hitos conseguidos, las dificultades encontradas
y sus soluciones en todas las Actividades, también discutir y mejorar el grado de coordinacién del proyecto.

Actividad 1. Estudio de la acumulacidon y efectos de nanoparticulas de TiO2 y Ag en productos acuicolas.

CETGA informa sobre la preparacion del protocolo, para enero 2020.
Ademas, espera comenzar con los analisis embrionarios en febrero 2020.

Por ultimo, indica la preparacidon de muestras con diferentes concentraciones de NPs para enviarlas a los
diferentes grupos.

Actividad 2. Desarrollo de plataformas nanometrolégicas para el estudio de nanoparticulas de TiO2 y Ag
en productos de acuicultura.

USC informa sobre la elaboracion de protocolos en nanometrologia analitica para la determinacion vy
caracterizacion de NPs, terminada y optimizada para peces y moluscos.

Ademas, se va a optimizar el protocolo para algas (macroalgas).

Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana de nanoparticulas de TiO2 y Ag en productos de
acuicultura.

CETGA comenta la problematica en la alimentacion y crecimiento del Lenguado.

Se llega al consenso en utilizar la Dorada, y la Almeja Japdnica, como especies diana.

Actividad 4. Diseiio y fabricacion de sensores para deteccion e identificacion de nanoparticulas de TiO2 y
Ag en agua de cultivo de productos acuicolas.

INL informa sobre los avances en la determinacidn/caracterizacidn de las NPs.

UVIGO comenta la problematica de conocer el tamafio de las particulas.
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Actividad 5. Gestion y Coordinacion.

USC propone realizar reuniones para cada actividad, aunque sean por videoconferencia.
Ademas, propone realizar dos reuniones generales por afio.

Problematica de realizar las reuniones de los proyectos Acuinano y Nanoculture de manera consecutiva en
el tiempo, en referencia a la asignacion/justificacién de los gastos.

Actividad 6. Comunicacion.

USC indica la preparacion de una pagina web especifica del proyecto, diferente a la pagina web del proyecto
Nanoculture.

Planificar las reuniones y/o workshop.

Propuesta de realizar reunidn general en evento Seafood Expo Global, Bruselas, del 21 al 23 de abril de
2020.

Propuesta de realizar reunidn general en evento Aquaculture Europa, Cork, del 29 de septiembre al 2 de
octubre de 2020.

Aparece la problematica de realizar las reuniones fuera del espacio Atlantic Area del proyecto Nanoculture,
en el caso de realizar las reuniones de los proyectos Acuinano y Nanoculture de manera consecutiva.
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ACUINANO
videoconferencia 16 abril 2020

Agenda

10:30 - 12:00

- Comunicacidon de coronavirus para POCTEP, ¢ Hay alguin impacto en las actividades del proyecto Acuinano?
- Actividad 1. Estudio de la acumulacidn y efectos de NPs de TiO2 y Ag en productos acuicolas

Actualizacion de los resultados

Protocolos

- Actividad 2. Desarrollo de plataformas nanometroldgicas para el estudio de nanoparticulas de TiO2 y Ag
en productos de acuicultura

Actualizacion de los resultados

- Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana
Actualizacion de los resultados

- Actividad 4. Disefio y fabricacién de sensores
Actualizaciéon

- Actividad 5. Gestién y Coordinacion

Actualizacion del presupuesto 2019

Préxima reunidn del proyecto

- Actividad 6. Comunicacion

Logos, CV

Asistencia
nombre institucion
Pilar Bermejo usc
Antonio Moreda usc
Aitor Astoreca uUsC
Miguel Correa UVigo
Santiago Cabaleiro CETGA
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Maria Vazquez CETGA
Natalia Fontaifia CETGA
Begofa Espifia INL
Laura Rodriguez INL
Ivone Pinheiro INL
Monica Quarato INL
Alexandre Campos CIIMAR
Mario Araujo CIIMAR
Ligia Sousa CIIMAR

Desarrollo de la videoconferencia:

Comunicacion de coronavirus para POCTEP, ¢Hay algin impacto en las actividades del proyecto
Acuinano?

En relacidn a la situacién debida al coronavirus, no existe comunicacién al respecto.

Se comenta la posibilidad de preparar un escrito explicativo, relacionado con la detencién de las actividades
de investigacién debido a la cuarentena.

Actividad 1. Estudio de la acumulacidon y efectos de NPs de TiO2 y Ag en productos acuicolas

Accion 1

CETGA informa que comenzara el dia 26/04/2020. Debido a las necesidades de espacio y tiempo propone la
posibilidad de ampliar 6 meses el periodo de ejecuciéon de la accidn.

INL propone la posibilidad de enviar Nanoparticulas a UVigo.

USC comenta la mejor conveniencia de llevar a cabo los experimentos con nanoparticulas de tamafios
mayores a 25 nm para TiO,, ademas de proponer tres tamanos distintos para TiO, y Ag. Después de un
breve intercambio de opiniones se establece estudiar dos tamafios de nanoparticulas distintos para TiO, y
Ag, fijando éstos en 21 nm (P25) y uno mayor (40-60 nm) para TiO2, y 15-20 nm y 40-50 nm para Ag.
Se queda a la espera de que UVigo consiga estas nanoparticulas.
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Accion 2
No se ha realizado ya que depende de la accién 1.
Accion 3

No se ha realizado.

Actividad 2. Desarrollo de plataformas nanometroldégicas para el estudio de nanoparticulas de TiO2 y Ag
en productos de acuicultura

Accion 1
USC informa que se estdn adaptando las metodologias a las muestras (tejidos de peces) ya que se estdn
encontrando problemas para eliminar el residuo sélido tras la extraccién (pérdidas al centrifugar) por lo

gue se estan reoptimizando ensayos por filtracion para separar el extracto enzimatico (medidas en sp-ICP-
MS).

Accidén 2

No se ha realizado.
Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

Accién1y?2

USC informa que los procedimientos para la bioaccesibilidad y transporte celular se han optimizado y
testado. Por otra parte, se estan redactando un articulo cientifico en relacién a la bioaccesibilidad
(protocolo EFSA).

Accién 3

No se ha realizado.
Actividad 4. Disefio y fabricacion de sensores

Accion 1
INL informa que se esta trabajando en la accién.

UVigo informa que se ha realizado un estudio en agua de mar filtrada. Propone realizar una prueba con
agua de mar que contenga nanoparticulas.

INL propone utilizar al agua (con la mayor carga organica posible) de tanques, de peces y de moluscos,
contaminar dicha agua artificialmente con nanoparticulas, para caracterizar el agua e intentar probar los
sensores.

CETGA sugiere analizar las heces, de peces y moluscos, en relacidn a las nanoparticulas.

Accion 2

INL informa que se estd trabajando en la accién, optimizando el limite de detecciéon en agua de mar con
materia orgdnica.
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Actividad 5. Gestion y Coordinacion

Actualizacion del presupuesto 2019
USC anima a los socios que continten con el proceso.
Participantes en el proyecto

USC propone a los participantes utilizar M. Teams y cubrir el documento Excel “Acuinano participantes.x|s”

Préxima reunion del proyecto

USC propone realizar la reunién general del proyecto en el evento Aquaculture Europe (29/09/2020, en
Cork).

CETGA informa que quiza este evento se postponga a diciembre 2020. En el caso de que asi sea, USC
propone realizar la reunién por medio de videoconferencia en septiembre 2020.

USC informa de la problematica relacionada con la ampliaciéon de la duracién contractual del personal no
propio en los centros.

CETGA sugiere la posibilidad de mover presupuesto desde otras partidas presupuestarias (viajes etc.).
Actividad 6. Comunicacion

Pagina web

USC informa que se estd trabajando en la pagina del proyecto. USC propone utilizar M. Teams y solicita un
resumen/biografia (maximo 1000 caracteres) con foto, de cada uno de los participantes en Acuinano,
ademas del logo de cada centro/socio.

Aparecen dudas sobre los participantes a incluir en la pagina. Se comenta la posibilidad de consultarlo.
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ACUINANO
4° reunion (digital)
7 de Julio de 2020

Agenda

10:00 h-11:30 h

Actividad 1. Estudio de la acumulacidn y efectos de NPs de TiO2 y Ag en productos acuicolas
Actualizacion de los resultados
Protocolos

Estudios en marcha

Actividad 2. Desarrollo de plataformas nanometrolégicas para el estudio de nanoparticulas de TiO2 y Ag
en productos de acuicultura

Actualizacion de los resultados

Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

Actualizacion

Actividad 4. Diseio y fabricacion de sensores

Actualizacion

Actividad 5. Gestion y Coordinacion
Actualizacion del presupuesto
Proceso de justificacidn: validaciones de los gastos de los beneficiarios e informe de evolucién del proyecto

Préxima reunion del proyecto

Actividad 6. Comunicacion
Logo

Cartel

Pagina web

Biografias participantes
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Asistencia

nombre institucion
Pilar Bermejo usc
Antonio Moreda usc
Elena Pefia usc
Aitor Astoreca uscC
Santiago Cabaleiro CETGA
Natalia Mallo CETGA
Natalia Fontaifa CETGA
Begofa Espifa INL
Laura Rodriguez INL
Ivone Pinheiro INL
Modnica Quarato INL
Alexandre Campos CIIMAR
Mario Araujo CIIMAR
Miguel Correa UVIGO

Desarrollo de la videoconferencia:

Actividad 1. Estudio de la acumulacidon y efectos de NPs de TiO2 y Ag en productos acuicolas

CETGA expone su presentacion con informacidn actualizada: Informa de la eleccién del tipo de linea celular,
indicando que las células de rifidn presentan mayor homogeneidad y mayor rendimiento.

Confirma el envio a USC de frascos de cultivo celular de almeja, lenguado y lubina.
Informacién sobre la funcionalidad de los leucocitos.

CETGA ha realizado ensayo de viabilidad celular MMT. Problematica, las dosis escogidas son demasiado
altas, y propone utilizar dosis mas bajas.
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Se informa de estudios recientes. La semana pasada comenzé el ensayo de bioacumulacidon de NPs de TiO2
en almeja. La semana pasada se realizé el ensayo de toxicidad celular in vitro para todos los tipos de
nanoparticulas.

CETGA realiza consulta al resto de socios sobre el ajuste del nimero de controles.

USC comenta la posibilidad de bajar las dosis a 25 (mg/ml, ug/ml, pendiente de clarificar por CETGA), y
reducir el nUmero de los controles a 6 réplicas.

INL comenta la posibilidad de reducir el nimero de los controles. Sobre ensayo MMT, se indica la necesidad
de utilizar una curva de calibracion.

CIIMAR propone minimo 3 réplicas, y tras una breve discusidn, se propone el uso de 6 réplicas. Ademas, se
solicita a CETGA muestras de células de lubina.

USC solicita a CETGA muestras con dosis maxima de NPs.

Actividad 2. Desarrollo de plataformas nanometrolégicas para el estudio de nanoparticulas de TiO2 y Ag
en productos de acuicultura

USC informa que los protocolos se encuentran optimizados. Por otra parte, como no se tienen muestras,
no han comenzado los experimentos de determinacion del contenido total de Tiy Ag.

Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

CETGA informa que ha enviado recientemente la planificacion del experimento para biodisponibilidad a los
socios involucrados. Esta actividad se iniciard una vez se tengan resultados de la bioacumulacién (Actividad
1).

Actividad 4. Diseio y fabricacion de sensores

UVIGO informa de los avances recientes relacionados en estudios sobre interferencia en agua. Ademas, ha
comenzado estudios de deteccidn de NPs en agua.

INL expone su presentacion con informacidon actualizada: informa de los trabajos realizados para la
obtencién de NPs de Ag y Ti, estables (no agregadas), ademas de los estudios de sensibilidad del sensor,
realizando pruebas con NPs, y obteniendo curvas de calibraciéon adecuadas.

USC solicita a CETGA muestras representativas de agua, en tanques de acuicultura de diferentes especies,
para conocer la concentracién de NPs que sirvan de “blanco”.

Actividad 5. Gestion y Coordinacion

USC comenta la comunicacién de POCTEP, los socios han sido informados (01/07/2020) por parte de USC,
de la concesion de prérrogas a los proyectos por causa de la COVID-19, extensidon automatica de la fecha de
finalizacion de los proyectos aprobados, por un periodo de 3 meses y 5 dias.
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A su vez, desde USC se ha solicitado a POCTEP extender la fecha de finalizacidn del proyecto por el periodo
de duracién de 6 meses.

USC expone su presentacion con informacién actualizada: USC informa la realizacién, por parte de cada uno
de los socios, de la actualizacién del presupuesto 2019.

El proceso de justificacion del proyecto esta en marcha, los socios han sido informados (29/06/2020) por
parte de USC. En cuanto a la validacidn de los gastos de los beneficiarios, desde USC se anima a los socios a
gue continlen con el proceso de justificacién.

Préoxima reunion del proyecto: Se acuerda intentar agendar la reunién para la dltima semana de
septiembre.

Préximos eventos (congresos etc.): En 2020 no se va a participar en ningun evento, debido al COVID-19.

Se acuerda por ahora quedar pendientes de evolucion para la posible participacidon en futuros eventos,
Seafood Expo Global 2021 (04/2021, Barcelona), Aquaculture Europe 2020 (04/2021, Cork) y Aquaculture
Europe 2021 (10/2021, Madeira).

UVIGO informa que se encuentran en preparacion varias publicaciones cientificas.
Actividad 6. Comunicacion

USC expone su presentacion con informacién actualizada: USC informa que en el espacio comin en M.
Teams se encuentran tanto el Logo del proyecto como el cartel.

USC presenta una prueba de la pagina web del proyecto.
CETGA propone la version de la pagina web en portugués.

USC propone utilizar M. Teams y solicita un resumen/biografia en castellano (maximo 1000 caracteres) con
foto, de cada uno de los participantes pertenecientes a los socios del proyecto.
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ACUINANO
52 reunidén (digital)
30 de septiembre de 2020

Agenda

12:00 h-13:30 h

Actividad 1. Estudio de la acumulacidn y efectos de NPs de TiO2 y Ag en productos acuicolas

Actualizacion de los resultados

Actividad 2. Desarrollo de plataformas nanometroldgicas para el estudio de nanoparticulas de TiO2 y Ag
en productos de acuicultura

Actualizacion de los resultados

Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

Actualizacion

Actividad 4. Diseio y fabricacién de sensores

Actualizacion

Actividad 5. Gestion y Coordinacion
Prérroga del proyecto
Actualizacion de anualidades

Préxima reunion del proyecto

Actividad 6. Comunicacion

Pagina web

Asistencia
nombre institucion
Pilar Bermejo usc
Antonio Moreda uscC
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Raquel Dominguez usc
M2 Carmen Barciela usc
Aitor Astoreca uscC
Santiago Cabaleiro CETGA
Maria Vazquez CETGA
Natalia Mallo CETGA
Natalia Fontaifia CETGA
Begofa Espifia INL
Laura Rodriguez INL
Ivone Pinheiro INL
Mario Araujo CIIMAR
Ligia Sousa CIIMAR

Desarrollo de la videoconferencia:

Actividad 1. Estudio de la acumulacidon y efectos de NPs de TiO2 y Ag en productos acuicolas

CETGA expone informacion actualizada. Cambio de especie, de Lenguado a Lubina, realizado en los
experimentos de???

Sobre bioacumulacién, finalizada la recogida de muestras de NPs en Lubina, y proximamente en Dorada.
Sobre lineas celulares, recogidas muestras de Almeja, problematica con las muestras en Lubina.
Se llega al consenso en utilizar una linea celular de cada tipo.

USC informa que esta trabajando con las muestras, y segun los resultados se realizara una videoconferencia
especifica al respecto. Sobre bioacumulacion, se estan procesando las muestras y se esperan los resultados
para la préxima reunién.

CIIMAR informa que tiene gran parte de las muestras enviadas por CETGA, sobre bioacumulacién van a
analizar las muestras, las muestras de Almeja ya se estdn procesando, posteriormente trasmitird los
resultados.

INL informa que para microscopia electrénica las muestras estadn preparadas para ser analizadas.
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Actividad 2. Desarrollo de plataformas nanometroldégicas para el estudio de nanoparticulas de TiO2 y Ag
en productos de acuicultura

USC informa que los protocolos se encuentran optimizados. Se han completado los experimentos de
determinacién del contenido total de Tiy Ag.

Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

USC informa que los protocolos (bioaccesibilidad/biopersistencia) se encuentran ya terminados. Se
encuentra a la espera de recibir las muestras por parte de CETGA.

Actividad 4. Diseio y fabricacién de sensores

INL informa que se estan realizando diferentes pruebas con diferentes membranas, para intentar analizar
diferentes particulas, de tal menara que se encuentra en fase de optimizacién de las metodologias y de los
procesos, para procurar mejorar el rendimiento en estas pruebas. Expone problematica con la estabilidad
(agregaciones) y la sensibilidad de la metodologia en muestras de agua de mar.

Actividad 5. Gestion y Coordinacién

USC comenta que se esta a la espera de comunicacion por parte de POCTEP, sobre la solicitud a POCTEP de
extender la fecha de finalizacién del proyecto por el periodo de duracion de 6 meses.

USC informa de la comunicacion por parte de POCTEP, ha sido aceptada a tramite la actualizacion del
presupuesto de 2019 y el traslado de anualidades a 2020 que solicitamos.

Proxima reunién del proyecto: Se acuerda intentar agendar la reunién para la semana del 16 al 20
noviembre.

Actividad 6. Comunicacion

USC informa de las ultimas pruebas de la pagina web del proyecto. Se comunicara a los socios cuando se
encuentre operativa y su enlace asociado.
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20 de noviembre de 2020

Agenda

12:00 h-13:30 h

Actividad 1. Estudio de la acumulacidn y efectos de NPs de TiO, y Ag en productos acuicolas

Actualizacion de los resultados

Actividad 2. Desarrollo de plataformas nanometrolégicas para el estudio de nanoparticulas de TiO, y Ag
en productos de acuicultura

Actualizacion de los resultados

Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

Actualizacion

Actividad 4. Diseio y fabricacién de sensores

Actualizacion

Actividad 5. Gestion y Coordinacion
Prérroga del proyecto

Actualizacion del presupuesto del proyecto
Indicadores del proyecto

Asistencia a congresos

Préxima reunion del proyecto

Actividad 6. Comunicacion

Pagina web

Asistencia
nombre institucion
Pilar Bermejo usc
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Antonio Moreda usc
Aitor Astoreca usc
M2 Carmen Barciela usc
Miguel Correa uvIiGO
Santiago Cabaleiro CETGA
Maria Vazquez CETGA
Natalia Mallo CETGA
Laura Rodriguez INL
Ivone Pinheiro INL
Mdnica Quarato INL
Alexandre Campos CIIMAR
Mario Araujo CIIMAR
Ligia Sousa CIIMAR

Desarrollo de la videoconferencia:

Actividad 1. Estudio de la acumulacién y efectos de NPs de TiO, y Ag en productos acuicolas

CETGA expone informacién actualizada.

USC informa de los resultados obtenidos en relacion al empleo de lineas celulares para estudios de
internalizacién de nanoparticulas de TiO, y Ag. Se han optimizado las condiciones de medida en single cell-
ICP-MS para células expuestas a nanoparticulas de TiO, y actualmente se estd trabajando en la
optimizacion del proceso de células expuestas a nanoparticulas de Ag. USC indica que cuando se terminen
los estudios se llevara a cabo una reunién especifica con CETGA.

CIIMAR informa que esta trabajando en los andlisis proteémicos, preliminarmente propone trabajar con
nuevas muestras o de mayor calidad, y volver a realizar los experimentos.

CETGA expone que repetir los experimentos con nuevas muestras no es viable en este momento, en
tiempo, en espacio fisico y en coste.

Finalmente, CIIMAR propone llevar a cabo estos estudios en lineas celulares.

Se llega al acuerdo de seguir adelante, esperar a los resultados de los andlisis proteédmicos en lineas
celulares para luego decidir.
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Actividad 2. Desarrollo de plataformas nanometrolégicas para el estudio de nanoparticulas de TiO, y Ag
en productos de acuicultura

En cuanto a esta actividad, USC indica que ya estan optimizados los procedimientos de extraccion de Tiy Ag
(contenidos totales) y de nanoparticulas de TiO, y Ag. Por otra parte, se estan ya analizando las muestras de
los estudios de bioacumulacién (actividad 1).

Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

USC informa que se han optimizados los procedimientos de bioaccesibilidad, biopersistencia y transporte
celular in vitro, y se esta a la espera en los proximos meses a iniciar los analisis de las muestras de los
experimentos de bioacumulacion.

Actividad 4. Disefio y fabricacion de sensores

INL informa de los avances en las diferentes pruebas que estan realizando del prototipo, sobre las
lamparas, el sistema de deteccién (absorbancia, florescencia), etc.

Actividad 5. Gestion y Coordinacion

USC informa la comunicacién por parte de POCTEP, donde se acepta la solicitud de los socios del proyecto
de extender la fecha de finalizacién del proyecto por el periodo de duracién de 6 meses (los socios son
debidamente informados el dia 30/10/2020).

USC informa del avance en el proceso de actualizacion del presupuesto del proyecto y el traslado de
anualidades a 2021 y 2022. La comunicacion entre USC y cada socio se estd realizando individual y
particularmente.

USC informa que préximamente comenzara el proceso de actualizacién de los indicadores del proyecto, se
informara debidamente a todos los socios al respecto al tema.

USC propone tener en cuenta la cuestidn de la asistencia a congresos, aunque sean digitales.

Préoxima reunidon del proyecto. Se acuerda, segun el avance en los resultados de investigacion, intentar
agendar la siguiente reunidn, en una fecha abierta en este momento.

Actividad 6. Comunicacion

USC informa que la pagina web del proyecto se encuentra operativa, en los idiomas espafiol y portugués, y
su enlace asociado. Se esperan sugerencias, aportaciones, etc. de los socios.

CETGA propone el envio a USC de diferentes fotos de experimentos.
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VIl reunion (telematica)

3 de marzo de 2021 (13 h, hora espaiiola)

Agenda

Actividad 1. Estudio de la acumulacién y efectos de NPs de TiO, y Ag en productos acuicolas

Actualizacion de los resultados

Actividad 2. Desarrollo de plataformas nanometrolégicas para el estudio de nanoparticulas de TiO, y Ag
en productos de acuicultura

Actualizacion de los resultados

Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

Actualizacion de los resultados

Actividad 4. Diseio y fabricacién de sensores

Actualizacion de los resultados

Actividad 5. Gestion y Coordinacion

Préxima reunion del proyecto

Actividad 6. Comunicacion
Congresos

Publicaciones

Asistencia
nombre institucion
Pilar Bermejo usc
Antonio Moreda usc
M2 Carmen Barciela usc
Maria Raquel Dominguez usc
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Miguel Correa UVIGO
Maria Vazquez CETGA
Laura Rodriguez INL
Ivone Pinheiro INL
Begonfa Espifia INL
Modnica Quarato INL
Alexandre Campos CIIMAR
Mario Araujo CIIMAR
Elza Fonseca CIIMAR
Ligia Sousa CIIMAR

Desarrollo de la videoconferencia:

Se aprueba el acta de la sesidn anterior.

Actividad 1. Estudio de la acumulacidon y efectos de NPs de TiO, y Ag en productos acuicolas

INL indica que analizaron las muestras del estudio de los pellets por microscopia, no encontrando nada a
destacar.

USC informa que se continta con los estudios con las almejas y dorada para la determinacion del contenido
total de Ag y Ti asi como el contenido de las NPs de Ag y TiO..

CETGA indica que los estudios celulares estan parados. En base a los resultados obtenidos por single cell
ICP-MS se ve que hay una saturacion con NPs de TiO,, por lo que se debe concretar las concentraciones a
utilizar. Para las almejas las concentraciones de 5 y 50 pg/mL van bien, pero en la lubina las
concentraciones de 50 y 100 pg/mL producen saturacién. Para las NPs de TiO; en los ensayos con NPs de 5
nm se observaron diferencias entre las dos concentraciones, pero con las de 50 nm estd saturada de NPs.
Para los siguientes ensayos se debe utilizar una concentracién inferior que se debe concretar. Ademads, hay
que definir cuantas especies se van a analizar, si se sigue 0o no con las mismas y qué concentraciones (4-5
para microscopia y 2 para espectroscopia).

A este respecto Begofia (INL) dice que si hay saturacién en la célula se deberian ver por microscopia.

CIIMAR indica que no tiene mucha informacion de las muestras del CETGA. No pueden analizar todas las
muestras por lo que solicita informacidn sobre las muestras enviadas para seleccionar las muestras a
analizar. Proponen analizar las muestras que estén expuestas a niveles mas bajos y no utilizar las que estan
saturadas.
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CETGA indica que hay qué ver si es mas interesante seguir los estudios con una sola especie y mds
concentraciones o seguir con todas las especies, ya que segun los resultados preliminares se aprecia
diferencias en cuanto al tipo de NPs y el tamafio de las mismas.

USC (Pilar) sugiere que si no hay diferencia entre lubina y dorada se puede seguir con una sola especie. Por
otro lado, USC pondra a disposicion de todos los demds la informacidn preliminar obtenida.

Actividad 2. Desarrollo de plataformas nanometrolégicas para el estudio de nanoparticulas de TiO, y Ag
en productos de acuicultura

En cuanto a esta actividad, USC indica que ya esta desarrollada la metodologia.

Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

USC informa que no se ha hecho el estudio de biodisponibilidad con ninguna muestra. La USC espera tener
todos los datos de la actividad 1 para seleccionar las muestras en las que se harad el estudio de
biodisponibilidad.

Actividad 4. Diseio y fabricacién de sensores

INL informa sobre el sensor que estd desarrollando y los avances que quiere implementar en la
microfluidica. Los limites de deteccidén obtenidos para las NPs de Ag son muy altos por lo que es necesario
mejorarlos. La parte de preconcentracidon se estd realizando con extraccion en punto de nube (CPE).
Cuando hay una alta concentracion de PVP no se pueden encapsular las nanoparticulas, asi que se hacen
estudios para evaluar el efecto del pH. En el caso de las NPs de TiO,, si estas estan aglomeradas tampoco se
pueden encapsular.

Por otro lado, se estan haciendo ensayos modificando la cdmara de microfluidica y utilizando cubos
funcionalizacidon con nanoestrellas de oro con el fin de mejorar los limites de deteccién. Estan también
optimizando los flujos y la geometria de la camara y estudiando también la forma de estabilizar la
membrana. En esta linea USC (Pilar) indica que se puede intentar disefiar una membrana 3D.

Actividad 5. Gestion y Coordinacion
USC informa que se ha ido el gestor (Aitor) y que se ha sacado a concurso la plaza que ocupaba.

USC informa que estd pendiente de la respuesta a la solicitud realizada sobre el cambio en la imputacién de
los gastos. Todavia no se ha recibido la respuesta, pero el personal de la OIT cree que no habra problema.

Se deja abierta la fecha de la proxima reunién a la espera de la informaciéon que envie CETGA. Lo mas
probable es que la reunién se realice después de Semana Santa.

Actividad 6. Comunicacion
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USC informa que se han enviado comunicaciones a Aquaculture 2020 y que se espera participar en
Aquaculture 2021 (el plazo de envio de resimenes aun no ha finalizado). También indica que enviara
comunicaciones al Extech 2021 que se celebrara en Alicante entre el 29 de junio y 2 de julio de 2021.

INL informa de que organizan el Euronanoforum, que es gratuito y la informacién esta en la pagina del INL.
Solo se pueden enviar comunicaciones tipo poster ya que las conferencias plenarias son por invitacion.

En cuanto a los articulos, INL estd preparando un articulo sobre la deteccion de NPs de Ag. USC un articulo
de biopersistencia. CIIMAR esta preparando un trabajo sobre la metodologia de protedmica.

Finaliza |la sesidon a las 14 horas.
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82 reunion Digital, 16 de abril de 2021 1pm (hora espafiola)

Agenda

= Actividad 1. Estudio de la acumulacién y efectos de NPs de TiO, y Ag en productos acuicolas
Actualizacion de los resultados
= Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana
Actualizacion de los resultados
= Actividad 4. Disefio y fabricacion de sensores
Actualizacion de los resultados
= Actividad 5. Gestidn y coordinacion
Actualizacion de anualidades. Informes de actividad. Entregables
= Actividad 6. Comunicacidn

Plan de comunicacidn, estrategias de divulgacién (material asociado y canales)

Préximos congresos, Publicaciones

Asistencia
R
Pilar Bermejo usc
Antonio Moreda usc
Raquel Dominguez usc
M2 Carmen Barciela usc
Elena Pefia usc
Ara Nufiez usc
Maria Vazquez CETGA
Natalia Fontaifa CETGA
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Begofa Espifia INL
Laura Rodriguez INL
Ivone Pinheiro INL
Modnica Quarato INL
Mario Araujo CIIMAR
A Campos CIIMAR
Ligia Sousa CIIMAR

Desarrollo de la videoconferencia

Actividad 1. Estudio de la acumulacidn y efectos de NPs de TiO2 y Ag en productos acuicolas

CIIMAR solicita a CETGA un calendario aproximado para poder organizarse y desenvolver su parte de la
actividad.

CETGA comunica que continua a la espera de los resultados de microscopia electrénica (por parte de INL)
para comenzar los ensayos celulares, indicando que tienen muchas muestras que procesar y que solo se
recogeran las que se vayan a analizar.

INL informa que ha enviado las muestras para ser analizadas por microscopia electrénica a la UPorto, dado
gue su equipo todavia no ha sido arreglado; continua a la espera de los resultados, estiman entre 1-3
semanas dependiendo de la demanda. Ademas, indica que la informacién que va a aportar la microscopia
es limitada (las imagenes sélo van a apoyar lo recogido por otros métodos, si las NPs se internalizan en las
células lo que mostrara la imagen es una alteracion estructural evidente) y no deberia afectar al comienzo
de los ensayos. Por otro lado, INL comenta que con los resultados de masas de la USC se podria hacer una
estimacion de concentraciones.

Entre todos los socios, se decide que se esperard como maximo un mes para recibir los resultados de
microscopia electrénica para no atrasar los experimentos indefinidamente.

CETGA solicita a CIIMAR el envio de las concentraciones de interés. Se decide eliminar la concentracion de
100 pg/mL de NPs de TiO; para disminuir el nimero de muestras.

USC muestra algunos resultados de los estudios de bioacumulacién: NPs de TiO, y Ag en almejas, Ag NPs en
lubina. Antes de verano esperan tener los resultados de NPs TiO; en dorada y de single-particle.

CETGA comunica que sus datos de crecimiento concuerdan con lo expuesto por USC.

Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

CETGA comunica que se han producido avances significativos. USC continua a la espera de recibir las
muestras por parte de CETGA.
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Actividad 4. Diseio y fabricacion de sensores

INL informa de la continuacidn en los procesos de optimizacién de los sensores.

Actividad 5. Gestion y Coordinacion

USC informa de la comunicacién en el dia de hoy por parte de la SC de POCTEP para subsanar el informe de
indicadores de productividad C025 de la anualidad 2020. Se pide documentacién justificativa y metodologia
de cémputo utilizada para el calculo realizado. INL muestra cémo imputan ellos las horas de los
investigadores. Se acuerda solicitar informacidon mas detallada a la OIT sobre los errores, y compartirla con
todos los socios. Se comenta por parte de INL la posibilidad de la incongruencia entre los datos de los
indicadores y los presentados en el informe financiero.

USC recuerda la proximidad de las fechas de entrega de los entregables de las actividades 1y 3, sugiriendo
el mes de junio como referencia dado el atraso aproximado de 6 meses de la parte experimental.

USC informa de la creacidn de plantillas para la elaboracion de entregables que se enviaradn a los socios
para crear estos informes.

Actividad 6. Comunicacion

USC solicita a los socios una actualizacién sobre la participacidon en congresos y publicaciones cientificas.
CIIMAR va a participar en EuroNanoForum (Mayo) y Aquaculture 2021 (Octubre), y estan preparando un
articulo.

INL indica que también asistira a esos congresos, y que estdn preparando una publicacién de PoC de los
sensores.

USC informa de la intencidn de la puesta en marcha de actividades de comunicacidon, como por ejemplo
una escuela de verano (donde confirma la participacion de CETGA), y un webinar de interés general.

CIIMAR propone la celebracién de un Webinar abierto a la participacidon de investigadores externos de las
areas de quimica analitica, biotecnologia y toxicologia

Se acuerda intentar realizar el webinar antes de verano.
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ACUINANO
92 reunion Digital, 16 de abril de 2021 1pm (hora espafiola)

Agenda

= Actividad 1. Estudio de la acumulacién y efectos de NPs de TiO, y Ag en productos acuicolas
Actualizacion de los resultados
= Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana
Actualizacion de los resultados
= Actividad 4. Disefio y fabricacion de sensores
Actualizacion de los resultados
= Actividad 5. Gestidn y coordinacion
Actualizacion de anualidades. Informes de actividad. Entregables
= Actividad 6. Comunicacidn

Plan de comunicacidn, estrategias de divulgacién (material asociado y canales)

Préximos congresos, Publicaciones

Asistencia
R

Pilar Bermejo usc

Antonio Moreda usc

Elena Maria Pefia Vazquez usc

M2 Carmen Barciela usc

Miguel Cuerva usc

Maria Raquel Dominguez Gonzalez usc

Maria Vazquez CETGA

Miguel Correa VIGO
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Begofa Espifia INL
Laura Rodriguez-Lorenzo INL
Mdnica Quarato INL
Mario Araujo CIIMAR
Maria Ligia Sousa CIIMAR
Alexandre Campos CIIMAR

Desarrollo de la videoconferencia

Actividad 1. Estudio de la acumulacidén y efectos de NPs de TiO2 y Ag en productos acuicolas

Accién 1: INL mandd muestras y USC piensa medirlos con sc-ICP-MS, pero el muestreador es delicado y
parece que da problemas (se requiere que venga el técnico del equipo). Se intentard acabar antes de agosto
y si no principios de septiembre.

Accidn 2: El INL dice que no tiene acabada las muestras. Las tiene procesadas y estd en periodo de anlisis.
Se han empezado con los tejidos y las células, pero no estdn completamente terminadas. En almeja se
observan particulas de plata (falta ver los controles), en muestras con mayor concentracién las células no se
ven sanas, hace falta ver los controles para ver si es por toxicidad de las células. Queda la duda de si es por
toxicidad de las muestras o es por el componente de la preparacidn de muestra, en caso de que la fijacién
no esté bien o al cortar las muestras, las particulas arrastren y rompan mucho las células.

CETGA dice que es muy dificil ver las células con las concentraciones de AgNPs a alta cantidad puesto que lo
que se ven agregados enormes. Con TiO; se ve bastante bien al quedar retenidas en la membrana celular.

La USC presenta los resultados de Almejas, Lubina y Dorada. En almejas hay acumulacidon en NPs de platay
de TiO2 lo hay también, pero se sopesa que la agrupacion de TiO2 NPs afecte a la medida. En pescados hay
acumulacién en diferentes escalas segun el pez y el drgano. Mayor en higado y rifién, muy baja en musculo
y piel (orden de ng/g).

Accidén 3: El CIIMAR no ha empezado con los estudios, necesitan los datos de ensayos, de acumulacién y
células del resto de participantes, para tener mas informacién antes de proceder. USC va a enviar los
resultados de internalizacion.

Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

Se van a realizar estudios de Biodisponibilidad en septiembre. Dentro de las muestras para hacer los
ensayos (almejas, doradas, etc) se va a estudiar si es suficiente la exposicidon hasta ahora o si es necesario
una exposicion mas pequefia. Para las muestras de piel y carne de pescado la concentracién es muy
pequeia. Se sopesa contaminarlo con AgNPs y TiO, para ver los efectos. Para almejas si hay muestra y
ademas hay bioacumulacién evidente.

Se sopesa estudiar la concentracion de Ag y TiO2 en peces disponibles comercialmente. CETGA dice de
suministrar peces mas grandes (tamafio comercial) pero sugiere que, si no tenemos casi biodisponibilidad
en las muestras de piel y musculo de los tratados en el proyecto, es muy dificil encontrar en productos que
estdn en el mercado. La USC dice que la idea es esa, confirmar que en muestras reales no hay nada.
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Se esperard a tener resultados en la accién 1 de la actividad 3, antes de continuar con la accién 2, porque si
no hay concentracidn en las muestras puede no tener sentido proceder con los experimentos

Actividad 4. Diseio y fabricacién de sensores

INL quiere mejorar la integracidon del sensor en un chip portatil. Para ello se dispersaron AuNPs en agua
ultrapura y agua de mar, para ver si funcionaba en SERS. Para bajar el limite de deteccion se soportan las
estrellas en un soporte (soporte SERS). Se hicieron agujeros con brocas y entre los agujeros se generan
estructuras en forma de estrellas que se funcionalizan. Comparando superficie con una plana se ve que hay
aumento de la sefal y, por tanto, con estas microesctructuras se podria conseguir aumentar los Limites de
Deteccion.

Para el andlisis de las muestras de TiO; el sistema funciona bien, pero falta realizar mas estudios, sobre
todo muestras de referencia y saber si el TiO, tiene actividad catalitica sobre las referencias que puedan
llevar a equivoco en la interpretacion de resultados.

Actividad 5. Gestion y Coordinacion

LA USC notifica a los demds miembros del proyecto la necesidad de enviar los planes de Actividad en
tiempo para cubrir los informes de evolucidn. Y también el estado actual de los entregables a cubrir, los ya
presentados, los pendientes y los que aln queda tiempo hasta el final del proyecto.

Actividad 6. Comunicacion

USC informa de que el Webinar ha sido un éxito. Se ha creado un Twitter asociado al proyecto (@Acuinano)
para intentar divulgar los resultados que se vayan obteniendo y para promocionar eventos a los que asistan
los miembros del proyecto. USC solicita a los socios una actualizacién sobre la participacidon en congresos y
publicaciones cientificas. CIIMAR va a participar en Aquaculture 2021 (Octubre), y estdn preparando un
articulo. El CETGA asistird al Aquaculture 2021 (trataradn los experimentos de lineas celulares). UVIGO tiene
un posible articulo para el Acuinano e intentaran hacer posters para el Aquaculture. El INL va a enviar al
resto de los socios las dos publicaciones del Acuinano que tienen y van a enviar una charla general al 4th
International Caparica Conference on Pollutant Toxic lons and Molecules, PTIM2021
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ACUINANO
102 reunion Digital, Jueves 23 de Septiembre de 2021, 13:00 (hora espafiola)

Agenda

= Actividad 1. Estudio de la acumulacién y efectos de NPs de TiO, y Ag en productos acuicolas
Planificacidn de experimentos y actualizacidn de los resultados

= Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

= Planificacién de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 4. Diseio y fabricacidon de sensores

= Planificacién de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 5. Gestidn y coordinacion
Actualizacion de anualidades. Informes de actividad. Entregables

= Actividad 6. Comunicacion
Plan de comunicacidn, estrategias de divulgacién (material asociado y canales)

Préximos congresos, Publicaciones

Nombre Institucion

Pilar Bermejo usc
Antonio Moreda usc
Elena Maria Pefia Vazquez usc
M2 Carmen Barciela usc
Miguel Cuerva usc
Manuel Aboal Somoza usc
Maria Raquel Dominguez Gonzalez usc
Maria Vazquez CETGA
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Begofa Espifia INL
Laura Rodriguez-Lorenzo INL
Ivone Pinheiro INL
Modnica Quarato INL
Mario Araujo CIIMAR
Alexandre Campos CIIMAR

DESARROLLO DE LA REUNION:

Accién 1: Se propone que el CIIMAR repita experimentos de muestras enviadas por el CETGA. LA USC tiene
los protocolos hechos y el INL tiene una presentacién con las imagenes de las NPs de:

Almejas: Tratadas para TEM o SEM, expuestas a NPs de 15,100 y 25. Si las particulas no estan integras se
ven, pero no se encuentras NPs en las células enteras. En el TIO2 las células estan por un lado y las NPs por
otro.

Branquias Almejas (CLAM GILLS) expuestas a pvp-100nmAgNPs, se ven puntos oscuros que podrian ser
particulas inorganicas, que se asocian a plata en el EDX. Pero solo dos puntos en toda la muestra.

Lubina (seabass, higado) expuesto a pvp-100nmAgNPs. Higado a T90 y el control, parece que hay mas
acumulaciéon de lipido y con morfologia diferente. Los organulos celulares se ven mas cerca de la
membrana celular en presencia de NPs que podria ser asociado a detoxificacion celular.

Lubina (rifidn), no se puede concluir nada, porque se ve organizacion diferente, pero podria ser cosa de la
zona de muestreo.

Accidn 3: Hay seleccion de muestras para tratar.

Accidn 4 — Sensores:

Se estd integrando la fluidica con la cdmara (raman portatil) para ver el tipo de problemas al que
enfrentarse (perdida de particulas, ej) y optimizacién del mismo.

Accion 6:
Congreso Aquaculture: Asistiran Antonio y Cristian (USC)

INL no va nadie, porque no tienen comunicacién ni hay reunién del proyecto y no pueden justificarlo
debido a las restricciones COVID impuestas en el INL, pero nos van a mandar un poster.

CETGA va a mandar un poster y nos lo adjuntaran para la pagina web.

CETGA va a mandar muestras de TiO2 en almeja y dorada al CIIMAR, en octubre o noviembre. Se plantean 3
ejemplares por tanque.
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ACUINANO

112 reunidn Presencial en el INL, Lunes 8 de Noviembre de 2021, 17:00 (hora portuguesa)

Agenda

= Actividad 1. Gestidn, coordinaciéon y Comunicacion
17.00h-17.30h. Recepcidn. Foto de grupo. Actualizacion de Informes de actividad. Entregables.

e Actividad 2. Presentaciones de los socios sobre los resultados del proyecto, actualizacién de estos y
discusion.

17.30h-18.30h. Presentacion de 10min maximo por socio, (USC, INL, CIIMAR, CETGA, UVIGO), que
debera destacar los hitos hasta el momento y los experimentos planificados en un futuro préximo.

= Actividad 3. Planificacion del proyecto.

18.30h-19.00h Se discutira el cronograma, lo que esta hecho y falta por hacer, y la colaboracion entre
socios.

Presentaciones.

CETGA: Difusién: Poster Congreso Madeira, resultados proyecto a los técnicos socios del cluster
acuicultura.

Actividades: Viabilidad Cultivos Celulares. Toxicidad de diferentes Nps en cultivo celular.
Almeja, Dorada y Lubina. TiO2-45nm a almeja (en bafio) y dorada (pienso)
Agl100nm a Lubina.

Almeja: TiO2: Un mes exposicidon y no se ve diferencia a nivel de peso pero si a nivel de longitud.
Sobre todo a los primeros tiempos.

Plata: hay diferencias en peso, en longitud hay diferencia pero se asocia a muestreo. Conchas mas
débil que los controles.

Bioacumulacion Dorada: 3 meses (cada 15 dias se cogen muestras). No hay muchas diferencias.

Lubina: AgNPs, ejemplares de +150gm peso inicial, no se observan diferencias significativas entre los
diferentes grupos.

Conclusiones: TiO2 afectan al crecimiento concha moluscos, AgNPs se ve efecto sobre la consistencia
de las conchas. NPs de TiO2 no afecta crecimiento lubinas y doradas.

No hay comportamientos extrafios ni mortalidades.
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Seria interesante estudiar las conchas, pero no se recogieron. A partir de 14 dias, se observan que las
conchas se han ido deshaciendo.

Ver como el TiO2 afecta al fotoperiodo de las almejas y las AgNPS a la estabilidad estructural. Proceso
fisico o quimico. (En mejillon el INL observé NPs de TiO2 en la concha).

USC.
Trabajo Cultivos Celulares
Atogramas de Plata (15 y 100nm) por célula. Y dos concentraciones.

Hay diferencia si la concentracién es mas elevada. La cantidad de plata en el disuelto es muy
pequeio.

Para TiO2 no se ve mucha diferencia.

En Lubina el resultado es muy parecido, y no hay diferencia en las concentraciones pero si en las nps
mas grandes. Para TiO2 las diferencias en concentracidn son menos importantes pero

Para Dorada Hay mayor internalizacion para la concentracidn mayor de NPs y cuando las NPs son de
mayor tamafio. En TiO2 las diferencias en concetraciones y tamafios son mas parecidad.

Luego se traduce el atograma en particulas internalizadas (suponiendo esferas y sélidas).
Se convierte dtomos/gramo en Nps por células.
En AgNPs se ve que para NPs de menos de 100nm un 82% de células tienen NPs.

Las NPs de 100nm de Ag se internalizan mejor que las pequefias. Puede ser que las pequefias se
disuelvan y no se detecten o se disuelvan por fagocitosis (la membrana se pliega sobre si misma para
afiadir la célula) antes que las mds grandes. También se contempla que las NPs estén adheridas a la
membrana celular y no entren en la célula. (HARIA FALTA VERLO POR MICROSCOPIA)

Resultados Bioacumulacion (total y NPs)

Almejas Plata: concentracidn muy pequefia, pero constante en el tiempo a partir de alguna toma.
En titanio hay una menor acumulacidn. Se detectan tb una concentracién mayor en dxido de titanio.
En plata hay menor dispersion de resultados que en plata.

En el caso de la lubina, en la carne no hay acumulacién, pero si en el higado. Después de los primeros 60
dias de exposicién baja. La mayor concentracidén se ve en las primeras tomas. En rifién la acumulacién es
bastante grande y mayor en los primeros dias de exposicién. Las NPs son parecidas en concentracion.

En musculo, apenas se detectan NPs, la dispersidn es elevada pero con valores parecidos.

Dorada titanio. La acumulacion es mayor en dosis concentradas pero la acumulacién es bastante pequefia.
Asi que la acumulacion en el tiempo es pequefiia.

Rifion: no se ve mucha acumulacién, pero hay anomalias con un tiempo de exposicidn a 60 y 90 dias pese a
que a 75 no se nota mucho. CETGA sugiere que pueda ser problema de toma de muestreo. Problema de
representatividad de la muestra.

Para la piel los valores son muy bajos, cercanas al Limite de deteccion.
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Resumen: Almeja hay poca acumulacidén. En dorada y lubina algo en higado y rifion de material total y NPsy
apenas en musculo y piel.

CIIMAR:

Presenta comparacion de preparacidn muestra para estudios de protedmica en especies de acuicultura.
Protocolo: extraccidn proteinas, preparacion de péptido y luego LC-MS. Finalmente bioestadistica.

3 métodos: FASP, STRAP, SP3

Proteinas y sus funciones: Turbot Liver (), Mussell hepatopancreas (532) y FASP el método mas consistente.
INL: Impacto Nps metdlicas en ecosistemas acuaticos y en productos acuicultura.

El INL se basa en t0, controles y ultimo t.

Células almeja con AgNPs, células rotas (puede ser del tratamiento o del proceso en si). Por un lado estan
las particulas y por el otro las células, parece que no hay internalizacién.

Estudiando almejas: branquias, hepatobranquias y manto: No se ve nada que llame mucho la atencidon. En
el caso Ag 100nm. Se ve alguna particula, algin agregado pero menor que 100nm AgNPs. Parecen Nps en
disolucion.

Higado y rifion (sea bass): no se ven particulas, pero si en el higado se ve que los cumulos de lipidos parece
gue disminuyen al mayor tiempo. El interior celular se ve mas oscura (hay organelas) a tiempo 0 y a 90dias
se ven mas claras, menos organelas y despladas.

En rifidn, se encuentran mas particulas inorganicas y eso dificulta.

SENSOR: hay que hacer varios médulos. Parte de preconcentracion (pq se esperan valores pequefios en el
agua de mar). Se usa extraccion de punto de nube: se crean micelas alrededor de las particulas que luego
se agregan y sedimentan. Como en agua de mar hay muchas sales, se aplica dialisis. Tras la dialisis las NPs
parecen que se van disolviendo, y las de 15nm se pierden muchisimas. Hay que aumentar la T2 y aumentar
el surfactante.

Para Plata se intenta hacer otra “preconcentracidon” usando filtros con titanatos y nanoestrellas de oro. Se
afiade plata en disolucidon y se ve incremento de la sefial SERS de una muestra de referencia al ver como se
absorbe la plata.

TiO2 Se van a usar dos filtros, pero se van a usar solo nanoestrellas de Oro. El TiO2 se va a analizar en base
a su capacidad de fotocatalisis de rodamina, y para ello se necesita un bajo flujo.
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122 reunion Digital, Lunes 20 de Diciembre de 2021, 13:00 (hora espafiola)

Agenda

= Actividad 1. Estudio de la acumulacién y efectos de NPs de TiO, y Ag en productos acuicolas

Planificacion de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

= Planificacién de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 4. Disefio y fabricacién de sensores

=  Planificacién de experimentos y actualizacién de los resultados
= Actividad 5. Gestidn y coordinacion

Actualizacion de anualidades. Informes de actividad. Entregables

= Actividad 6. Comunicacion

Plan de comunicacidn, estrategias de divulgacién (material asociado y canales)

Nombre Institucion

Pilar Bermejo usc
Antonio Moreda usc
Elena Maria Pefia Vazquez usc
M2 Carmen Barciela usc
Miguel Cuerva usc
Manuel Aboal Somoza usc
Cristian Sudrez Oubina usc
Maria Raquel Dominguez Gonzalez usc
Jesus Sanmartin Matalobos usc




@ iiniteriey

UNION EUROPEA
UNIAO EUROPEIA

0 CUNANO

(4 Espana - Portugal

Santiago Cabaleiro CETGA
Maria Vazquez CETGA
Begofa Espifia INL

Laura Rodriguez-Lorenzo INL

Mario Araujo CIIMAR
Alexandre Campos CIIMAR
Elza Fonseca CIIMAR

Desarrollo reunion:
Actividad 1:

La USC confirma que tienen toda la actividad realizada. El INL tiene las muestras analizadas, pero tiene
pendiente un analisis mas especifico de las muestras de SEM vy realizar un informe de la transformacion de
las particulas.

CIIMAR: La proteémica del CETGA esta dando bien pero tienen que acabar de analizar los resultados. Van a
realizar un experimento en lineas celulares de trucha y les comienza un nuevo bolseiro en enero.

El CERGA recuerda que se van a extraer células de rifién de dorada. La calidad va a ser distinta porque la
Dorada tiene rifidn muy irrigado con células sanguineas.

EL CIIMAR dice que ellos no pueden analizar las células del rifién de dorada porque no pueden separar las
células de rifidn de las sanguineas. Y se va a tener que usar lineas celulares de trucha porque el CIIMAR dice
que sdlo puede trabajar con células de trucha. Proponer también trabajar con cultivos primarios de dorada.

El INL propone usar cell sorting para separar cultivos celulares.
Actividad 3: Biodisponibilidad

La USC comenzé los estudios de almeja expuesta a Ag y Ti y una de dorada. Se han hecho ensayos de
biodisponibilidad, pero falta material para acabar los experimentos por problemas con proveedores (a nivel
europeo y debido a la escasez de suministros por el COVID) para hacer estudios de transferencia celular.

También se han comenzado los ensayos de efecto cocinado por coccion (dorada) y 5min en plancha (almeja
y dorada).

Actividad 4: Sensores

INL ha mejorado los limites de deteccién en el sensor de plata. En febrero mandaran muestras para
comparar. Se medira agua de mar (artificial) y agua con materia organica (en contacto con mejillones)

El sensor de TiO2 tiene problemas de flujo sobre todo al inyectar el colorante.
Actividad 5:

Se les recuerda a los socios que ya se ha presentado la modificacion de Acuinano a POCTEP y se han
actualizado las fechas de los entregables

Actividad 6:
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Se propone asistir a conferencia NanoPT 2020 y Aquaculture.
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132 reunion Digital, Miercoles 16 de Febrero de 2022, 13:00 (hora espafiola)

Agenda

= Actividad 1. Estudio de la acumulacién y efectos de NPs de TiO, y Ag en productos acuicolas

Planificacion de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

= Planificacién de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 4. Disefio y fabricacién de sensores

=  Planificacién de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 5. Gestidn y coordinacion
Actualizacion de anualidades. Informes de actividad. Entregables

= Actividad 6. Comunicacion

Plan de comunicacidn, estrategias de divulgacién (material asociado y canales)

Nombre Institucion

Pilar Bermejo usc
Antonio Moreda usc
Elena Maria Pefia Vazquez usc
Miguel Cuerva usc
Manuel Aboal Somoza usc
Santiago Cabaleiro CETGA
Maria Vazquez CETGA
Begofa Espifa INL
Laura Rodriguez-Lorenzo INL
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Monica Quaratto INL
Mario Araujo CIIMAR
Miguel Correa UVigo

Desarrollo reunion:

Actividad 1:

El CIIMAR ha comenzado estudios de NPs en lineas celulosa de truchas. Estan probando NPs con diferentes
coatings

INL muestra de células estudiadas por microscopia. En peces no hay particulas en tejidos. Faltan muestras
en estudios de cuantificacién que dieron mejor.

Protocolo: Diluyeron los pelets del CETGA (de células de rifidon de dorada), y se filtra con policarbonato. Se
analiza por SEM vy se ve que las células se agregan, cuanta mas concentracidon, mas agregados para plata
(Ag), para TiO2 también se ven agregados pero mas dispersos.

Actividad 3: Biodisponibilidad

Se han empezado los estudios cogiendo las muestras mas concentradas, se han cocinado y se han sometido
a CACO-2.

Actividad 4: Sensores

Para realizar estudios de validacion de muestras del INL, van a enviar a la USC:

Agua de mar artificial (Artificial Sea Water, ASW), con 0.005mg/L, 0.01, 0.1 y 1mg/L de NPs de 100nm
AgNPs

ASW mds materia orgdnica (agua de mejillones) con misma concentracion de AgNPs

Se va a medir agua del atlantico con 100nm AgNPs

El sensor de TiO2 se ha mandado a Uvigo para mejorar el LOD, por ahora se puede analizar hasta 1ppm.
Actividad 5:

Se informa a los socios de que vamos a presentar el informe de actividad y tienen que justificar gastos.
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142 reunion Digital, Lunes 14 de Marzo de 2022, 13:00 (hora espafiola)

Agenda

= Actividad 1. Estudio de la acumulacién y efectos de NPs de TiO, y Ag en productos acuicolas

Planificacidon de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

= Planificacién de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 4. Disefio y fabricacién de sensores

=  Planificacién de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 5. Gestidn y coordinacion
Actualizacion de anualidades. Informes de actividad. Entregables

= Actividad 6. Comunicacion

Plan de comunicacidn, estrategias de divulgacién (material asociado y canales)

Nombre Institucion

Pilar Bermejo usc
Antonio Moreda usc
Elena Maria Pefia Vazquez usc
Miguel Cuerva usc
Cristian Sudrez usc
Raquel Dominguez usc
Maria Vazquez CETGA
Begofa Espifa INL
Laura Rodriguez-Lorenzo INL
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Monica Quaratto INL
Mario Araujo CIIMAR
Alexandre Campos CIIMAR

Desarrollo reunion:

Actividad 3: Biodisponibilidad

Por falta de transwell s6lo hemos hecho la mitad de las muestras crudas.
Faltan ensayos celulares de muestras cocinadas (plancha y cocido) y pedidas por SP-ICP-MS y totales.

De imagenes TEM sobre todo en almeja (en dorada y lubina no se ve NPs). En branquias de almeja y
glandulas digestivas se ven NPs y por EDX se confirma que son plata (Ag)

Maria Vazquez dice que es normal ver en branquias y aparato digestivo porque filtran todo, sugiere
estudiar el manto.

Laura (INL) dice que no se ve en el manto y que lo que se ve a 28 dias, es mas pequefio, probablemente sea
por que se degraden.

Actividad 1:

Alexandre (CIIMAR) dice que estan en camino de dar algun resultado, quiza en la proxima reunion. Tienen
un estudiantes que va a hacer estudios de toxicidad en lineas celulares de trucha.

Actividad 4: Sensores

USC ha recibido las muestras del INL para comparar los resultados del sensor. INL usa NTA (tracking NPS)
para comparar también.

Actividad 5:
Se informa a los socios de que hay retraso en la modificacidon presentada en diciembre.
Actividad 6:

Se planea realizar los talleres de los entregables E7 y E8.
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ACUINANO
152 reunion Digital, 26 de Abril de 2022, 11:30 (hora espaiola)

Agenda

= Actividad 1. Estudio de la acumulacién y efectos de NPs de TiO, y Ag en productos acuicolas
Planificacidon de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 3. Estudios de biodisponibilidad humana

= Planificacién de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 4. Disefio y fabricacién de sensores

=  Planificacién de experimentos y actualizacién de los resultados

= Actividad 5. Gestidn y coordinacion
Actualizacion de anualidades. Informes de actividad. Entregables

= Actividad 6. Comunicacidn

Plan de comunicacidn, estrategias de divulgacién (material asociado y canales)

Nombre Institucion

Pilar Bermejo usc
Antonio Moreda usc
Miguel Cuerva usc
Elena Maria Pefia Vazquez usc
M2Carmen Barciela usc
Cristian Sudrez usc
Manuel Aboal Somoza usc
Raquel Dominguez usc
Maria Vazquez CETGA
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Begofa Espifia INL
Ivone Pinheiro INL
Mario Araujo CIIMAR

Desarrollo reunion:
Actividad 1:

El CIIMAR tiene resultados de dorada y almeja, pero todavia tienen que analizarlos. Han comenzado con
células de trucha, test paralelos en pez cebra y muestras del CETGA.

En microscopia se han analizado muestras al inicio y al final. A otros tiempos si daban en SP-ICP-MS no se
ha encontrado nada, cabe mencionar que en microscopia el LOD es de 10° part/mL. En almeja si que se ha
encontrado particulas en branquias y aparato digestivo.

Actividad 3: Biodisponibilidad

Por falta de transwell, tenemos que esperar para los estudios de biodisponibilidad.

Actividad 4: Sensores

USC ha recibido las muestras del INL para comparar los resultados del sensor. INL usa NTA (Nanoparticles
Tracking Analysis) para comparar también. Con el TiO2 se esta encargando la UVigo con fluorimetria en vez
de colorimetria. Por ahora el sensor esta en el rango de mg/L.

Actividad 5:
Nada que comentar.
Actividad 6:

Se planea realizar los talleres de los entregables E7 y E8, la fecha inicial que se baraja es la semana del 18
de mayo.
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152 reunion Digital, 26 de Abril de 2022, 11:30 (hora espaiola)

Agenda

= Actividad 6. Comunicacién

Plan de comunicacidn. Preparacion Taller

Nombre Institucion

Pilar Bermejo usc
Miguel Cuerva usc
Elena Maria Pefia Vazquez usc
M2Carmen Barciela usc
Manuel Aboal Somoza usc
Raquel Dominguez usc
Jesus Sanmartin usc
Maria Vazquez CETGA
Santiago Cabaleiro CETGA
Ivone Pinheiro INL

Desarrollo reunion:
Actividad 6:

Se planea realizar los talleres de los entregables E7 y E8, para el 23 de Junio. Se decide hacerlo online para
que los técnicos de acuicultura tengan mas facil acudir, pero ademds se propone abrirlo a otros campos:
estudiantes, investigadores, empresas, etc.

Desde la USC prepararemos un programa que comunicaremos al resto de los socios.
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