Avaliagdo do potencial citotoxico de microplasticos em

linhas celulares intestinais, hepaticas e neuronais

Os microplasticos (MPs) sdo uma classe emergente de contaminantes, que resultam da
libertagdo directa de pequenas particulas que constituem total ou parcialmente objetos de
uso quotidiano ou da deterioragdo de plasticos que originalmente possuem maiores
dimensdes. O polietileno (PE), a poliamida (PA-nylon 12) e o policloreto de vinilo (PVC)
sdo trés polimeros muito comumente utilizados no fabrico de sacos de plastico,

recipientes e utensilios domésticos, produtos de higiene pessoal, componentes

automoveis e de eletrénica e materiais de construgdo. Devido a sua ubiguidade
(resultante da extensa utilizac&o), os seres vivos estdo constantemente expostos a estes
contaminantes. No caso humano, a ingestédo diaria de microplasticos é uma das formas
mais frequentes de exposi¢do, tornando assim fundamental avaliar a sua potencial
toxicidade. Neste trabalho a citotoxicidade de PE, PA-nylon 12 e PVC foram avaliadas
em trés linhas celulares distintas: células do intestino (Caco-2), do figado (HepG2) e
neurénios (N27). De uma forma geral, os microplasticos testados apresentaram
toxicidade para as linhas celulares N27 e HepG2, com excecéo do PE nesta Ultima. Por
outro lado, para as células Caco-2 ndo foram registadas redugdes significativas na
viabilidade celular.
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toxicologia e quimica ambiental

D INTRODUGAO

Os plasticos sdo materiais versateis, resultantes de um processo de inovacgéo tecnoldgica, criados com o
objetivo de satisfazer as necessidades e solucionar problemas concretos da sociedade, incluindo, por
exemplo, 0 acesso a agua potavel, a protecdo de alimentos, a melhoria dos cuidados de higiene pessoal ou
a melhoria da eficiéncia energética das habitagdes. Assim, com o crescimento populacional mundial
registou-se um aumento na procura deste tipo de produtos (PlasticsEurope 2020). De facto, em 2019, a
producéo de plastico atingiu aproximadamente os 370 milhdes de toneladas em todo o mundo, das quais
57,9 Mt foram produzidas s6 na Europa (PlasticsEurope 2020). Devido a elevada resisténcia quimica e
térmica, os plasticos ndo sao facilmente degradaveis e, consequentemente, acabam por se acumular no
meio ambiente (da Costa, Santos et al. 2016). Para além disso, muitos plasticos sdo desenhados apenas
para uma Unica utilizacdo, sendo imediatamente descartados apds o seu uso (Oliveira, Almeida et al. 2019).
Por exemplo, na Europa, em 2018, recolheram-se 29,1 milhdes de toneladas de plastico de uso Unico, dos
guais apenas 32,5% foram reciclados (a forma mais adequada para tratar estes materiais) (Hamilton, Feit et
al. 2019, PlasticsEurope 2020). Para além disso, com a pandemia global provocada pela COVID-19,
registou-se um aumento do consumo de materiais descartdveis e um aumento das compras online e,
portanto, um aumento na quantidade de residuos de plasticos resultantes do acondicionamento das
encomendas (Pinto da Costa, Rocha-Santos et al. 2020).

Os plasticos durante o seu tempo de vida podem, através de mecanismos de deteriora¢do provocados por

fatores externos, dar origem a particulas de tamanho mais reduzido, incluindo microplasticos.

Os microplasticos (MPs) sao, usualmente, definidos como particulas de tamanho inferior e 5 mm (Arthur,
Baker et al. 2009), contudo ainda nado existe consenso internacional acerca do tamanho a partir do qual se
deve considerar uma particula como ‘microplastico’ (Koehler, Anderson et al. 2015). Isto deve-se a
inexisténcia de métodos padréo validados para a sua analise (Hale 2017, Costa, Pinto da Costa et al. 2018,
Rochman, Brookson et al. 2019, Schwaferts, Niessner et al. 2019). Quanto a sua origem, os MPs podem-se

classificar em primarios e secundarios (Figura 1).
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FIGURA 1: Classificagdo dos microplasticos (MPs) de acordo com a sua origem. Fonte: website vexels.com.

Os microplasticos primérios séo libertados diretamente para o meio ambiente como pequenas particulas,

sendo que as principais fontes sédo a lavagem de roupas sintéticas (35%), a abrasao de pneus de veiculos
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automoéveis durante a conducdo (28%) e os MPs adicionados intencionalmente a produtos de higiene
pessoal, como por exemplo microesferas em esfoliantes faciais (2%) (European Parliament 2019). J4 os
secundarios sdo gerados no meio ambiente e resultam da degradacdo de objetos de plastico, como por
exemplo sacos de plastico, garrafas de plastico ou redes de pesca (European Parliament 2019, Rochman,
Brookson et al. 2019). O polietileno (PE), poliamida (PA, também conhecida vulgarmente por nylon) e
policloreto de vinilo (PVC) sao trés dos polimeros mais comuns, sendo utilizados, por exemplo, em materiais
de construgao, embalagens, produtos de higiene e cuidado pessoal e vestuario (PlasticsEurope 2019). Uma
vez que as particulas geradas (priméria ou secundariamente) a partir destes produtos e libertadas no meio
ambiente compreendem tamanhos na escala micro, podem ser ingeridas por organismos
(independentemente do nivel tréfico que ocupam na cadeia alimentar) (Lusher, Welden et al. 2017). Desta
forma, a concentracdo de MPs tende a aumentar ao longo de toda a cadeia tréfica, resultando na
bioacumulacdo e, mais tarde, na biomagnificacdo destas particulas nos niveis superiores da cadeia

alimentar, contribuindo, inevitavelmente, para a exposi¢cdo em humanos (Rochman, Brookson et al. 2019).

Durante muito tempo, os MPs foram considerados como inertes. No entanto, estudos recentes sugerem que
estas pequenas particulas tém potencial para provocar efeitos adversos em organismos (Galloway 2015, da
Costa, Duarte et al. 2017, Anbumani and Kakkar 2018, Ogonowski, Gerdes et al. 2018, Lu, Luo et al. 2019).
Para isso contribuem a elevada area superficial e ubiquidade, duas importantes caracteristicas que,
cumulativamente, sdo responsaveis pela sua citotoxicidade, aumentos de stress oxidativo e potencial
inflamatério.

No entanto, a toxicidade dos microplasticos estd associada ndo s6 ao tamanho e polimero utilizado, mas
também aos compostos quimicos que sdo adicionados durante o processo de fabrico e/ou que séo
adsorvidos durante o seu tempo de vida. Durante o processo de fabrico, varios aditivos toxicos s&o
adicionados aos plasticos incluindo por exemplo plastificantes (BBPs (do inglés Benzyl butyl phthalate);
DEHPs (do inglés Bis(2-ethylhexyl) phthalate)), retardantes de chama (PBDEs (do inglés polybrominated
diphenyl ethers); TBBAPAs (do inglés Tetrabromobisphenol A)); estabilizadores (BPA (do ingés Bisphenol
A), fendis), corantes (TiO2, Co(C2Hz302)2), endurecedores (formaldeido, MDAs (do ingés 4,4'-
Methylenedianiline)), agentes antiestéticos (aminas, PEGs (do inglés Polyethylene glycol)) e adjuvantes
(ésteres, amidas) (Pinto da Costa, Rocha-Santos et al. 2020). Estes aditivos podem sofrer lixiviagédo, e dada
a sua toxicidade sdo prejudiciais para os seres humanos e para a vida selvagem (Koehler, Anderson et al.
2015, Rochman, Brookson et al. 2019, Prata, da Costa et al. 2020). Por outro lado, uma vez no ambiente, os
microplasticos podem adsorver outros poluentes, pois a sua estrutura quimica foi danificada, por exemplo,
por radiacado, e as cadeias de polimeros tornam-se disponiveis para se ligarem a contaminantes ambientais,
como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS), bifenilos policlorados (PCBs),
diclorodifeniltricloroetanos (DDT) e metais (Rochman, Brookson et al. 2019, Prata, da Costa et al. 2020).
Assim, os microplasticos funcionam como uma “esponja quimica” que, quando em contacto com fluidos

bioldgicos, podem libertar contaminantes ambientais, tornando-os biodisponiveis, e causar efeitos toxicos.
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A exposicao a MPs ocorre por meio de trés vias diferentes: ingestéo, inalacdo e contacto dérmico, tal como

sumariado na Figura 2 (Revel, Chatel et al. 2018).

Microplasticos “Esponja Quimica”
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FIGURA 2: Representacdo esquemética das principais fontes e vias de exposi¢do a microplasticos. Fonte:
website vexels.com.

A ingestdo inclui normalmente alimentos contaminados com MPs, (por exemplo bivalves, peixe, agua
engarrafada, cerveja e sal) e estima-se que apenas pelo consumo de bivalves, um cidaddo Europeu esta
exposto a 11000 MPs por ano (Van Cauwenberghe and Janssen 2014). Contudo, a ingestdo de pé
doméstico representa também uma importante fonte de exposicédo e deve ser tida em conta, ja que pode ser
mais significativa do que a ingestédo de alimentos contaminados (Catarino, Macchia et al. 2018). Apesar da
literatura disponivel neste campo ser limitada, foi reportado que particulas de tamanho inferior 10 um podem
chegar ao sistema gastrointestinal e alterar as condi¢gfes da resposta inflamatdria e também a composicao
e metabolismo do microbioma intestinal (Salim, Kaplan et al. 2014).

A inalagao resulta da libertacé@o e ressuspenséo de particulas de MPs de menor densidade do que o ar que
tém como principal fonte a abraséo de objetos de plastico (Dris 2015), sendo expectavel que um individuo
adulto do sexo masculino inale cerca de 272 MPs por dia (Vianello, Jensen et al. 2019). Mas este valor pode
variar com a estacdo do ano, a frequéncia de limpeza das casas, os materiais de construcdo e o tipo de
mobilia (Prata, da Costa et al. 2020).

A exposicdo dérmica parece ter menor impacto ou incidéncia (Prata, da Costa et al. 2020) e ocorre quando
0 ser humano tem contacto com agua contaminada com microplasticos durante o banho, ou através de
produtos de higiene pessoal, como por exemplo, exfoliantes. Contudo, apenas particulas de tamanho
inferior a 100 nm (nanoplasticos) conseguem ser absorvidas e passar a barreira dérmica da pele, por isso,
este fenédmeno é pouco comum (Revel, Chatel et al. 2018). N&do obstante, j4 foram detetadas particulas de

nanoplasticos em trés exfoliantes comerciais (Hernandez, Yousefi et al. 2017). Estas particulas incluem
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mondmeros e aditivos de plasticos, dos quais se destacam o Bisfenol A e os ftalatos que actuam como

disruptores endécrinos (Galloway 2015, Prata, da Costa et al. 2020).

Apbs a exposicao, os microplasticos podem provocar efeitos adversos a partir do momento que entram para
0 organismo. No entanto, a informacao em relacdo aos efeitos, principalmente citotdxicos, nas estruturas
biologicas de destino é limitada. Assim, com este trabalho pretende-se explorar a citotoxicidade dos

microplasticos em linhas celulares de intestino, figado e cérebro.

D METODOLOGIA

Preparacédo de solu¢gdes com microplasticos

Neste trabalho foram utilizados os seguintes microplasticos: polietieno (PE em pé com superficie
modificada; 40-48 um de tamanho de particula; Sigma; CAS 9002-88-4), poliamida (PA-nylon 12 em p6; 10-
50 um de tamanho de particula; Goodfellow; AM376010) e o policloreto de vinilo (PVC em p64; Mw ~80,000;
Sigma; CAS 9002-86-2).

De forma a prevenir contaminagfes, todo o procedimento de preparacdo das solucbes de MPs, com

excecao da pesagem, foi realizado dentro de uma camara de fluxo laminar.

Com base em dados retirados da literatura, a gama de concentragcfes selecionada para este trabalho foi:
0,01; 0,1; 1; 10; 100; 1000; 2000 e 4000 pg.mL1 (Espinosa, Garcia Beltran et al. 2018). Assim, para cada
MP foi preparada uma solucdo stock em NaCl (VWR; 98%) com uma concentracdo de 100 g.L?, esta
solugédo stock foi usada para preparar uma 22 solugcdo stock de concentragdo 10 g.Lt. Por fim, foram
preparados 2 mL de cada uma das solu¢des de teste (0,01; 0,1; 1; 10; 100; 1000; 2000 e 4000 pg.mL1)

através de diluigBes sucessivas.

Ensaios com Caco-2

As células de carcinoma colorretal humano (Caco-2) foram mantidas em meio DMEM-HG (Sigma)
suplementado com 10% FBS (do inglés Fetal Bovine Serum) e 1 mL.L* pen/strep (10 U/mL penicilina e 10
pg/mL estreptomicina; Gibco) para promover o crescimento celular e prevenir a contaminacdo por
microrganismos, respetivamente. As células foram cultivadas em placas de 100 mm x 20 mm (Corning) e
mantidas a 37 °C em atmosfera humidificada com 5% CO2. Quando a cultura chegou aproximadamente 90-
100% de confluéncia, as células foram tripsinizadas com uma solu¢éo de tripsina/EDTA (0.004 g tripsina em
0.1 g EDTA; Panreac, 99%) dissolvido em 500 mL de PBS (do inglés Phosphate-buffered saline). Depois
estas células foram cultivadas em placas de 96 pocos (Zenbio) com uma densidade de 1x104 células/poco.
ApoOs 48 h, as células foram expostas durante 24 h as diferentes concentracdes de PE, PA-nylon 12 e PVC.

Para cada concentragao foram realizadas 5 réplicas nos 3 testes independentes (N=3) executados.

Ensaios com HepG2
As células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) cresceram em meio de expansao HepG2 (Cellular
Engineering Technologies) suplementado com 10% FBS e 0.1 mL.L* pen/strep. As células foram cultivadas

em frascos-T de 75 cm? (Cell Applications, Inc.) revestidos com colagénio (Sigma; 9007-34-5) e mantidas a
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37 °C em atmosfera humidificada com 5% CO2. Quando a cultura chegou aproximadamente 70-80% de
confluéncia, as células foram tripsinizadas com uma solucao tripsina/EDTA (0.004 g tripsina em 0.1 g EDTA,;
Panreac, 99%). Depois estas células foram cultivadas em placas de 96 pocos com uma densidade de 1x104
células/poco. ApoGs 48 h, as células foram expostas durante 24 h as diferentes concentracdes de PE, PA-
nylon 12 e PVC. Para cada concentracdo foram realizadas 5 réplicas nos 3 testes independentes (N=3)

executados.

Ensaios com N27

As células de neurénios dopaminérgicos de ratinhos (N27) cresceram em meio RPMI 1640 (Sigma)
suplementado com 10% FBS e 1 mL.L? pen/strep. As células foram cultivadas em placas de 100 mm x 20
mm e mantidas a 37 °C em atmosfera humidificada com 5% CO2. Quando a cultura chegou
aproximadamente 70-80% de confluéncia, as células foram tripsinizadas com uma solucao tripsina/EDTA
(0.004 g tripsina em 0.1 g EDTA; Panreac, 99%). Depois estas células foram cultivadas em placas de 96
pocos com uma densidade de 1x10% células/pogo. Ap6s 48 h, as células foram expostas durante 24 h as
diferentes concentra¢des de PE, PA-nylon 12 e PVC. Para cada concentracdo foram realizadas 5 réplicas

nos 3 testes independentes (N=3) executados.

Testes de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada com recurso ao kit CCK-8 (Dojindo Molecular Technologies). Este kit
permite determinar o nimero de células viaveis em proliferacdo. Para isto, utiliza um sal de tetrazdlio,
altamente solivel em &agua, o WST-8 ([2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-
tetrazolio), que produz um corante sollvel em agua (formazan), apds a sua reducdo. O WST-8 é reduzido
pelas desidrogenases presentes nas células e da origem a um produto laranja, capaz de se dissolver no
meio de cultura. ApoOs a exposi¢do as solugfes de PE, PA-nylon 12 e PVC, o meio de cultura foi removido e
5 pL da solucédo de CCK-8 juntamente com 95 pL de meio de cultura foi adicionado a cada pogo. De
seguida, as placas com as 3 linhas celulares (Caco-2, HepG2 e N27) foram colocadas durante 2h na
incubadora com 5% CO: a 37 °C, protegidas com papel de aluminio devido a fotossensibilidade do WST-8.
Depois, foi medida a absorvancia a 450 nm num espectrofotémetro de microplacas (XMArkTM Microplate
Absorbance Spectrophotometer, BIO-RAD) e, por fim, a viabilidade celular calculada com base na

absorvancia relativa por comparag¢édo com o grupo controlo (células ndo expostas a MPs).

D RESULTADOS E DISCUSSAO

Citotoxicidade dos MPs em Caco-2

A linha celular Caco-2 é um modelo bem estabelecido para estudar a barreira epitelial intestinal, sendo
amplamente utilizada para a avaliagéo toxicologica de varios compostos (Neves, Figueiredo et al. 2019). O
efeito dos microplasticos polietileno (PE), poliamida (PA-nylon 12) e policloreto de vinilo (PVC) na
viabilidade das células Caco-2 encontra-se representado na Figura 3. Ndo se registaram diferencas
significativas na viabilidade celular para nenhum microplastico (PE, PA-nylon 12 e PVC) em cada umas das

concentracdes testadas. Ainda assim, é possivel verificar que a concentragdo mais elevada (4000 mg.L?)
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provocou uma reducéo na viabilidade celular de cerca de 25% tanto para o PE como para o PVC. No caso

da PA-nylon 12, a viabilidade celular mantém-se, em todas as concentracdes testadas, proxima dos 90%.

Estes resultados estdo de acordo com estudo anteriores a
gue demostraram que a exposi¢cao a PA-nylon 12 e PVC
ndo reduz significativamente a viabilidade celular para a
mesma gama de concentracdes. Relativamente ao PE,

observa-se uma ligeira reducéo na viabilidade celular para

a concentragdo de 4000 mg.L! (p= 0,0410) Esta redugao

CTR 0,01 0,1 1 10 100 1000 2000 4000

pode estar relacionado com o facto dos autores desse
[PE] mg.L?

trabalho utilizarem um sistema de cultura invertido e
devido a uma abundancia excessiva de particulas de PE
e PVC no meio extracelular (Stock, Laurisch et al. 2021).
Em relagdo a PA-nylon 12, ndo existem estudos para esta
linha celular pelo que nao é possivel estabelecer nenhuma

comparacéo.

CTR 0,01 D1 1 10 100 1000 2000 4000

: . [PA] mg.L"!
Citotoxicidade dos MPs em HepG2

A linha celular HepG2 é um modelo bem estabelecido de
hepatdcitos para estudos toxicolégicos (Ramirez, Strigun %97
et al. 2018). O efeito dos microplasticos polietileno (PE),
poliamida (PA-nylon 12) e policloreto de vinilo (PVC) na 50+

viabilidade das células HepG2 encontra-se representado

na Figura 4. 0
CTR 0,01 01 1 10 100 1000 2000 4000

De uma forma geral, o PE n&o apresenta reducdes [PVC] mg.L"!

significativas na viabilidade celular, mas, por outro lado, a
FIGURA 3: Viabilidade ap6s 24 h de
exposicao a (a) polietileno (PE), (b) poliamida
para todas as concentragdes testadas e para 0,1; 10;100 e ~ (PA-nylon 12) e (c) policloreto de vinilo (PVC)
] da linha celular Caco-2. Os valores

1000 mg.L?, respetivamente. apresentados dizem respeito a % de células
viaveis, normalizadas ao controlo (células nédo

Contrariamente ao encontrado na literatura, o PE ndo  expostas a MPs), para 5 réplicas de 3 testes
o ] independentes (n=3), com as respetivas

apresentou toxicidade para esta linha celular para parras de erro. O eixo primario representa as
concentragdes dos diferentes MPs (mg.L™) as
quais as células foram expostas durante 24h.

podem estar relacionados com o facto de os autores terem  As diferencas significativas em relagdo ao
controlo estdo assinaladas com * (p<0,05).

PA-nylon 12 e o PVC registaram uma reducéo significativa

nenhuma das concentracbes testadas. Estes resultados

usado um sistema de cultura de células invertido,

permitindo uma exposicao mais eficiente ao PE cuja densidade é de 0,94 g.mL"1. Num sistema normal, apos
o tratamento, as particulas de PE ficam a superficie enquanto as células estdo no fundo, ao contrario do
gue acontece com a PA-nylon 12 (1,02 g.mL1) e o PVC (1,40 g.mL™) (Stock, Laurisch et al. 2021). A PA-
nylon 12 registou reduc¢des significativas na viabilidade celular para todas as concentracBes testadas,
contrariamente ao reportado na literatura. A exposicdo ao PVC também provocou uma diminuicdo na

viabilidade celular, nomeadamente para as concentracdes de 0,1; 10; 100 e 1000 mg.L1.
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Citotoxicidade dos MPs em N27

A linha celular N27 é um modelo de células de neurdnios
dopaminérgicos usado em varios estudos de doencgas
neurodegenerativas (Heusinkveld and Westerink 2017).
O efeito dos microplasticos polietileno (PE), poliamida
(PA-nylon 12) e policloreto de vinilo (PVC) na viabilidade
das células N27 encontra-se descrita na Figura 5. De
uma forma geral, os neurénios dopaminérgicos sao mais
sensiveis do que as células epiteliais do intestino e do

gue os hepatécitos.

No caso do PE, registou-se uma reducdo significativa da
viabilidade celular para a concentragdo de 2000 mg.L1 e
altamente significativa na concentracao de 4000 mg.L?.
Para a PA-nylon 12, ndo se registou qualquer diferenca
significativa. Para o PVC, a exposi¢do a 4000 mg.L?
causou uma redugcdo muito significativa na viabilidade
celular. Uma vez que nao existem estudos com MPs em

N27, a comparacao com a literatura ndo € possivel.

Apesar dos efeitos dos microplasticos em humanos néo
serem, até ao momento, claros, € especulado que
particulas de tamanho superior a 150 um nado sejam
absorvidas pelo organismo. No entanto, quando
tamanho é inferior a 150 pm, h& possibilidade de
passarem da cavidade intestinal para o sistema linfatico
e circulatério (Barboza, Dick Vethaak et al. 2018).
Contudo, é especulado que apenas 0,3% dessas
particulas sejam absorvidas, além de que apenas 0,1%
das particulas com tamanho superior a 10 um podera
ser capaz de chegar a outros 6rgdos, membranas e
passar a barreira hematoencefalica e a placenta
(Barboza, Dick Vethaak et al. 2018). De facto, a maioria

dos MPS que chegam a trato gastrointestinal é eliminada

toxicologia e quimica ambiental

CTR 001 01 1 10 100 1000

[PE] mg.L"

CTR 0.01 0.1 1 10 100 1000
[PA] mg.L"

CTR 001 01 1 10

[PVC] mg.L"

FIGURA 4: Viabilidade apés 24h de exposicédo a
(a) polietileno (PE), (b) poliamida (PA-nylon 12)
e (c) policloreto de vinilo (PVC) da linha celular
HepG2. Os valores apresentados dizem
respeito a % de células viaveis, normalizadas ao
controlo (células ndo expostas a MPs), para 5
réplicas de 3 testes independentes (n=3), com
as respetivas barras de erro. O eixo primario
representa as concentracbes dos diferentes
MPs (mg.L?) as quais as células foram expostas
durante 24h. As diferencas significativas em
relagdo ao controlo estdo assinaladas com *
(p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) e ****
(p<0,0001).

através das fezes. Na verdade, o sistema excretor pode ser responsavel por remover até 90% dos
microplasticos e nanoplasticos que sao ingeridos (Smith, Love et al. 2018). Estudos recentes demonstraram
a presenca de MPs em fezes humanas maioritariamente PE e PP (polipropileno) (Zhang et al. 2021) com

um tamanho compreendido entre 5 e 500 um (Harvey and Watts 2018, Schwabl, Képpel et al. 2019).
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Estudos anteriores em ratinhos, referem que a distribuicdo
dos microplasticos nos tecidos, em parte, é determinada
pelo tamanho de particula, sendo detetadas
consistentemente acumulagbes de particulas de 20 um de
diametro em varios tecidos ao longo do corpo, enquanto
gue particulas de 5um de didmetro permanecem no
intestino (Deng, Zhang et al. 2017).

As particulas testadas no presente trabalho sao
maioritariamente <50 ym, pelo que é expectavel que num

organismo vivo consigam entrar na corrente sanguinea.

D CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Neste trabalho avaliou-se a citotoxicidade de microplasticos
comuns (PE, PA-nylon 12 e PVC em 3 linhas celulares
distintas: Caco-2, HepG2 e N27. Para a linha celular do
intestino (Caco-2) apenas o PE, induziu diminui¢cdes
significativas da viabilidade celular, com uma reducédo <25%
na viabilidade das células quando expostas a maior
concentracdo (4000 mg.L?). Para a linha celular hepética
(HepG2) apenas o PE ndo induziu citotoxicidade, tendo a
maior reducd@o da viabilidade celular sido registada para o
PVC. Para as células neuronais (N27) todos os
microplasticos induziram efeitos significativos com o PE a
ser 0 mais citotéxico. Uma vez que no presente trabalho se
usaram apenas MPs puros e isoladamente e considerando
gue no ambiente real os organismos, incluindo humanos,
estdo simultaneamente expostos a multiplos MPs, a MPs
gue j& adsorveram contaminantes ambientais, e a misturas
de outros compostos, no futuro devem realizar-se
experiéncia em cendrios mais realistas utilizando misturas

de MPs, aditivos e contaminantes.

toxicologia e quimica ambiental

100+

CTR 001 01 1 10 100 1000 2000 4000

[PE] mg.L"

100+

50+ -

CTR 0,01 01 1 100 1000 2000 4000

[PA] mg.L"’

10

1004

50

100 1000 2000 4000

CTR 0,01 01 1 10

[PVC] mg.L”’

FIGURA 5: Viabilidade celular apds 24 h de
exposicdo a (a) polietileno (PE), (b) poliamida
(PA-nylon 12) e (c) policloreto de vinilo (PVC)
da linha celular N27. Os valores apresentados
dizem respeito a % de células viaveis,
normalizadas ao controlo (células ndo expostas
a MPs), para 5 réplicas de 3 testes
independentes (n=3), com as respetivas barras
de erro. O eixo primario representa as
concentracdes dos diferentes MPs (mg.L™?) as
quais as células foram expostas durante 24h.
As diferencas significativas em relagdo ao
controlo estdo assinaladas com * (p<0,05), **
(p>0,01), **** (p<0,0001).
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