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RESUMO

Residuos, fragmentos ou finos filmes plasticos que apresentam um didmetro maior
que 0,1 pu e menor que 5 mm sdo denominados microplasticos e sdo derivados, mais
comumente, dos seguintes materiais: polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno
(PS) e poliéster (PES).Os microplasticos podem ser classificados em duas categorias.
Os microplasticos primarios sao produzidos para serem utilizados em produtos
industriais e acabam lancados nos oceanos por meio de rios e esta¢des de tratamento
de esgoto, j& os secundarios sdo pequenos fragmentos de residuos plasticos
formados gradativamente através dos grandes fragmentos presentes no meio
ambiente. Como os microplasticos estdo presentes no meio ambiente e em alguns
produtos de consumo humano, torna-se irremediavel a exposicdo do homem a essas
particulas.Existem ainda poucas pesquisas avaliando os danos causados a saude
humana pela exposi¢cao ao microplasticos, assim como pouco se sabe sobre as fontes
de exposicao. Esse trabalho teve por objetivo avaliar a presenca de microplasticos em
bolsas de concentrados plaquetarios. Foi realizada a caracterizagdo quimica do
material da bolsa, responsavel por armazenar em seu interior o concentrado de
plaquetas com o objetivo de comparar o resultado obtido com o das fibras encontradas
no concentrado. A analise de Raman foi realizada para obter uma identidade quimica
das amostras, assim como foram utilizadas metodologias de triagem para buscar
estruturas que apresentassem caracteristicas fisicas e visuais de materiais plasticos.
Foram encontradas 26 potenciais fibras de microplasticos no total, as quais nao
demonstraram ter correlagdo com a quantidade de volume presente nas bolsas. As
fibras foram analisadas através da técnica de Raman e obtiveram — se espectros
compativeis com fibras de cotton e celulose em sua maioria. Fibras de materiais
poliméricos foram encontradas em pequena quantidade e com baixa compatibilidade
aos espectros de referéncia presentes na biblioteca do software Spectragryph - optical
spectroscopy. As andlises de microscopia eletrénica de varredura com EDS/SEM
identificaram elementos como carbono e oxigénio, principais constituintes de materiais
poliméricos. Pode - se concluir, com base nas metodologias 6ptica e MEV/EDS, que
as fibras encontradas sédo altamente sugestivas de serem de microplasticos, porém
nao foi possivel identificar a origem dessas fibras. S&o necessérias alteracdes na
metodologia e processamento das amostras a afim de obter melhores resultados na
metodologia do Raman e assim garantir a identidade quimica dos materiais.

Palavras chave: Microplasticos, Hemocomponentes, EDS/SEM, Raman, FTIR.



ABSTRACT

Residuum, fragments or thin plastic films that have a diameter greater than 0.1 p and
less than 5 mm are called microplastics and are most commonly derived from the
following materials: polyethylene (PE), polypropylene (PP), polystyrene (PS) and
polyester (PES). Microplastics can be classified into two categories. Primary
microplastics are produced to be used in industrial products and end up released into
the oceans through rivers and sewage treatment plants, whereas secondary plastics
are small fragments of plastic waste that are gradually formed through the large
fragments present in the environment. As microplastics are present in the environment
and in some products for human consumption, human exposure to these particles
becomes irremediable. There are still few studies evaluating the damage caused to
human health by exposure to microplastics, as well as little is known about the sources
of exposure. This study aimed to evaluate the presence of microplastics in bags of
platelet concentrates, categorizing or not as a possible source of exposure to these
particles. Chemical characterization of the material of the bag, responsible for storing
the platelet concentrate inside, was carried out in order to compare the result obtained
with the fibers found in the concentrate result. Raman analysis was performed to obtain
a chemical identity of the samples, as well as screening methodologies were used to
look for structures that presented physical and visual characteristics of plastic
materials. A total of 26 potential microplastic fibers were found, which showed no
correlation with the amount of volume present in the bags. The fibers were analyzed
using the Raman technique and spectra were obtained compatible with most cotton
and cellulose fibers. Fibers of polymeric materials were found in small quantity and
with low compatibility to the reference spectra present in the Spectragryph software
library - optical spectroscopy. Scanning electron microscopy analysis with EDS/SEM
identified elements such as carbon and oxygen, main constituents of polymeric
materials. Based on optical and SEM/EDS methodologies, it can be concluded that the
fibers found are highly suggestive of being microplastics, but it was not possible to
identify the origin of these fibers. Changes in the methodology and processing of the
samples are necessary in order to obtain better results in the Raman methodology and
thus guarantee the chemical identity of the materials.

Keywords: Microplasctics, Blood componentes, EDS/SEM, Raman, FTIR.
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1 INTRODUCAO

Residuos, fragmentos ou finos filmes plasticos que apresentam um diametro
maior que 0,1 p e menor que 5 mm sdo denominados microplésticos e séo derivados,
mais comumente, dos seguintes materiais: polietileno (PE), polipropileno (PP),
poliestireno (PS) e poliéster (PES).Os microplasticos surgem da degradacao,
intencional ou relacionada a fatores ambientais, de materiais plasticos e podem ser
classificados em duas categorias (COBANOgLU et al., 2021; LI, Boging et al., 2020).

Os microplasticos primarios sédo produzidos para serem utilizados em produtos
industriais e acabam langcados nos oceanos por meio de rios e estacdes de tratamento
de esgoto, ja os secundarios sdo pequenos fragmentos de residuo plasticos formados
gradativamente através dos grandes fragmentos presentes no meio ambiente (LI,
Boging et al., 2020; PRATA et al., 2020).

Devido a grande quantidade de plasticos produzidos em todas as areas de
setores de materiais (embalagem, construcao e transporte), a contaminacdo do meio
ambiente com plasticos e microplasticos esta se tornando cada vez mais aparente,
visto que, relatos da presenca de residuos plasticos em oceanos, lagos, rios e até
mesmo em animais aquaticos e terrestres, devido a sua ingestao, comecaram a surgir
ja a partir da década de 70 (DUMICHEN et al., 2017; SHARMA; CHATTERJEE, 2017).
Apesar disso, o termo microplasticos somente foi usado pela primeira vez no ano de
2004 para se referir o0 acumulo de fragmentos plasticos que com o transcorrer do
tempo, passam a apresentar apenas alguns microns de diametro (NAPPER;
THOMPSON, 2020).

Como os microplasticos estdo presentes no meio ambiente e em alguns
produtos de consumo humano, torna - se irremediavel a exposi¢cdo do homem a essas
particulas. Entretanto, as consequéncias e a parcela de exposicdo humana aos
microplasticos ainda nédo estdo bem consolidadas, embora existam estimativas dessa
exposicao através de rotas de ingestdo e inalacdo. Muitos estudos relacionam a
migracao e distribuicdo de microplasticos no meio ambiente, assim como seus efeitos
nocivos ao organismos marinhos, porém faltam pesquisas sobre os riscos para a
saude humana (LI, Boging et al., 2020; PRATA et al., 2020).

Para a determinacéo dos efeitos de exposi¢céo a saude humana séo realizados
muitos estudos em modelos animais, como camundongos ou ratos, ou até mesmo em
culturas de células (LIM et al., 2021; PRATA et al., 2020).
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A adaptacédo de procedimentos usuais de diagnostico pode auxiliar a obter uma
maior precisdo na determinacao da exposi¢do aos microplasticos. Amostras de tecido
obtidas de bidpsias e autopsias podem auxiliar na determinagdo histolégica, no
entanto, os métodos de identificacdo nessas amostras ainda necessitam de
aprimoramento e sao limitados pela disponibilidade de tecidos, assim como o risco de
contaminacdo das amostras com utensilios plasticos utilizados na medicina
(PRATA et al., 2020).

Amostras bioldgicas sdo consideradas como uma alternativa e ja vem sendo
utilizadas em estudos. Por exemplo, Schwabl et al. (2019) utilizaram amostras de
fezes para obter informacdes a respeito da exposicdo a microplasticos no sistema
gastrointestinal.

Nesse presente estudo utilizamos amostras de bolsas de concentrados de
plaquetas, um hemocomponente obtido atraves da centrifugacdo de sangue total, afim
de obter uma projecéo da exposicdo humana aos microplasticos apos o processo de
tranfusdo plaquetaria. Seja por meio do sangue do doador, contendo microplasticos,
para o receptor, ou ainda proveniente da degradacao do proprio material plastico que

constitui a bolsa e entra em contato com essa amostra bioldgica.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

» Verificar se ha estruturas compativeis com microplasticos em concentrados de

plaquetas;

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Fazer a caracterizacdo visual e quimica do polimero que compde a bolsa
utiizada para armazenar os concentrados plaquetarios e das estruturas

compativeis com microplasticos encontradas na suspensao em seu interior;

 Validar a identidade quimica dos materiais encontrados através de

metodologias de espectroscopia;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 DESENVOLVIMENTO DO MICROPLASTICO

Plasticos sdo polimeros sintéticos ou semissintéticos, compostos também de
outros aditivos em sua estrutura como estabilizadores térmicos, agentes
antimicrobianos e corantes, que sdo utilizados para melhorar sua aparéncia e
desempenho. Sdo derivados de fontes petroquimicas ou sintetizados de combustiveis
fésseis e até mesmo de biomassa. Esses polimeros tém uma estrutura molecular de
cadeias longas formadas por repetidas unidades estruturais quimicas de
hidrocarbonetos (NAPPER; THOMPSON, 2020).

Devido a sua facilidade de fabricacdo, baixo custo, alta resisténcia e
durabilidade o plastico comecou a ser amplamente utilizado pela sociedade através
dos anos, 0 que resultou em maior producéo desse material e também aumento de
residuos provenientes dele, consequentemente (SHARMA; CHATTERJEE, 2017).
Cerca de 39,5% dos detritos plasticos sdo provenientes de embalagens; 20,1% de
materiais de construcdo; 10% de artes de pesca; 8,6% de pecas automotivas; 5,7%
de utilidades eletronicas e 3,4% sao componentes da agroindustria. Em proporcdes
menores encontram—se os residuos de origem doméstica, hospitalar e equipamentos
esportivos (KIRAN; KOPPERI; MOHAN, 2022).

Visto que muitos dos utensilios plasticos usados no dia a dia sdo descartaveis
e demasiadamente resistentes a degradacéo, leva-se um longo tempo até que suas
guebras e decomposicdes sejam efetivas. Além disso, o descarte inadequado desses
materiais, em lixo comum, resulta em sua deposi¢cdo em aterros sanitarios, no meio
ambiente e até em ambientes aquaticos (SHARMA; CHATTERJEE, 2017).

Uma vez que se encontram depositados no meio ambiente, os materiais
plasticos sofrem processos de degradacdo, como mineralizac&o (gerando dioxido de
carbono (COz) e produtos quimicos inorganicos), acdo de mecanismos fisicos, luz
ultravioleta (UV), acdo mecanica (desgate por atrito, acdo das ondas e agitacdo em
ambiente marinho), acdo térmica e quimica. Os processos de degradacédo, embora
bastante demorados, fazem com o que os plasticos percam sua rigidez estrutural, e
resultem em fragmentos, em pO e pedagcos de tamanho microscépicos
(COBANOQLU et al., 2021; LI, Boging et al., 2020).

Embora o desenvolvimento dos microplasticos esteja muito atrelado ao uso de

materiais plasticos e do seu descarte, com excec¢ado dos microplasticos produzidos
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para serem utilizados em produtos de beleza e higiene, a manipulagéo de materiais
plasticos no dia a dia também pode gerar microplasticos, por exemplo, roupas
sintéticas liberam microplasticos ao serem submetidas a estresses mecanicos e
quimicos durante o processo de lavagem na maquina de lavar roupa, uma vez que
esses processos levam ao desprendimento das microfibras dos fios que constituem o
téxtil (FALCO et al., 2019). As mamadeiras de polipropileno, amplamente utilizadas
para a preparacdo de férmulas infantis, também apresentam liberacdo de
microplasticos ao serem submetidas aos procedimentos padrdes de esterilizacao para
limpeza, e aquecimento e agitacdo durante o preparo da formula, conforme avaliado
por LI, D. et al. (2020) em seu estudo. Isso ocorre porque os plasticos sdo materiais
termicamente sensiveis e 0 uso repetido de condicbes de alta temperatura pode
acelerar a degradacéo e a liberacéo de microplasticos, assim como a for¢a de atrito
mecanico que pode quebrar o propileno em pequenas particulas.

Devido ao alto consumo de materiais plasticos pela sociedade cada vez mais
microplasticos sdo gerados, e uma vez que sejam originados, por conta do seu
tamanho, podem se deslocar com facilidade para diferentes lugares, portanto, é
inevitavel exposicdo humana a essas particulas. Embora as consequéncias desta
exposicao ainda ndao sejam bem compreendidas, existam algumas hipoteses de rotas

de exposicado e mecanismos de toxicidade (PRATA et al., 2020).

3.2 ROTAS DE EXPOSICAO AOS MICROPLASTICOS

Sugere-se que corpo humano é exposto através da ingestdo de alimentos que
contenham microplasticos, inalacdo dessas particulas presentes no ar e o contato da
pele com as mesmas, que estdo contidas em produtos dermatoldgicos, tecidos e
poeira. A exposicao é facilitada devido o tamanho dessas pequenas particulas e pode
causar danos a saude (LI, Boging et al., 2020; PRATA et al., 2020).

3.2.1 Ingestao

A ingestdo de microplasticos pode ocorrer, eventualmente, através do seu
acumulo em alguns organismos marinhos como: ostras, mexilhées, pepinos do mar,

caranguejos e peixes, 0s quais carreiam o material através da cadeia alimentar até
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chegar ao ser humano, ou através da ingestdo de sal marinho. Outro mecanismo de
exposicdo seria a ingestdo inconsciente de microplasticos e particulas de
microesferas que estejam presentes em pastas de dente e que podem ser engolidos
e absorvidos através do trato gastrointestinal (LI, Boging et al., 2020; PRATA et al.,
2020; SHARMA; CHATTERJEE, 2017). Existem relatos também da presenca de
fragmentos plasticos em aguas de garrafa e em agucar, que sdo produtos bastante
consumidos pela populagdo (RAHMAN et al., 2021).

Entdo, considerando o fato de que a alimentacdo humana e o meio ambiente
estdo contaminados com microplasticos, seria essa considerada a maior e mais
altamente provavel rota de exposi¢cdo humana a esses fragmentos (LI, Boging et al.,
2020; PRATA et al., 2020; SHARMA; CHATTERJEE, 2017). Contudo, os riscos de
ingestdo de microplasticos ndo sao completamente conhecidos pois ainda existem
poucas pesquisas referentes a exposicdo humana e os seus efeitos (PRATA et al.,
2020).

Schwabl et al. (2019) conduziram um estudo para analisar fezes humanas
guanto a presenca de microplasticos e determinar se 0s seres humanos 0s ingerem
involuntariamente. Cada um dos oito voluntarios participantes (trés homens e cinco
mulheres) forneceu uma amostra de fezes.Todas as amostras analisadas continham
microplasticos, variando em tamanho de 50 a 500 um, sendo que particulas de
polipropileno e polietileno representaram quase 80% da carga total de microplasticos.
Além disso, foram detectados outros 7 tipos de microplastico, sugerindo que as fontes
potenciais de ingestdo sao multiplas.

Uma vez que sejam ingeridas as particulas plasticas podem penetrar no muco
intestinal devido ao seu pequeno tamanho ou com o auxilio de sucos intestinais que
aumentam a sua solubilidade (POWELL;THOREE;PELE,2007). Outro possivel
mecanismo de penetracdo seria a tranferéncia das particulas através do epitélio
intestinal simples, formado por uma Unica camada de células, via paracelular, ou seja,
transporte entre as juncbes das células. Caso tenham alta aderéncia ao muco
intestinal, o trabalho de depuracdo dessas particulas é facilitado com ajuda das
células do sistema imunoldgico presentes no intestino, as células M especializadas,
caso contrario pode ocorrer translocacdo dessas particulas para outros orgaos e
tecidos (PRATA et al., 2020).

LI, B. al. (2020) avaliaram “in vivo” as alteragGes na microbiota intestinal e os

processos inflamatorios relacionados a ingestdo de microplasticos derivados de
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Polietileno (PE). No presente estudo, quatro grupos de camundongos (n=20 para
cada grupo), com excecao do grupo controle, foram alimentados com concentracdes
de microplasticos em diferentes proporc¢des. Ao final do estudo observou - se que 0s
animais tiveram a diversidade e composicdo da microflora intestinal alterada apés a
ingestdo dos microplasticos de PE e que essa alteracao foi ainda mais significativa no
grupo alimentado com a mais alta concentracdo do plastico. Conclui-se também que
diferentes quantidades de microplasticos, quando ingeridas, tém a capacidade de
afetar a secrecao de citocinas especificas e podem também, inclusive, causar
aumento de uma citocina pré inflamatéria no soro, a interleucina 1 alfa (IL-1a). Além
de diminuir a porcentagem de células T auxiliares (TH17) e células T reguladoras,
dentre as células CD4+, e induzir um processo inflamatério no intestino atraves da
ativacao do Toll-like receptor 4 (TLR4). Em condi¢des de disbiose, onde ocorre uma
alteracao na quantidade e na variedade de bactérias que compdem a flora intestinal,
gerando desequilibrio, o sistema imunologico atua de diferentes modos, pois bactérias
especificas da microbiota possuem a capacidade de induzir a diferenciacdo celular

desse sistema e também agir na modulacdo do processo inflamatorio.

3.2.2 Inalacao

Microplasticos sao liberados no ar através de inUmeras fontes, atraves de
tecidos sintéticos, abrasdo de materiais (por exemplo, pneus de carro) e também da
resuspensao dessas particulas no ar (CAMPANALE et al., 2020; PRATA et al., 2020).
Os microplasticos transportados pelo ar provém principalmente de plasticos maiores
gue sofreram degracéo por meio da luz UV e apds essa degradacdo essas particulas
puderam ser facilmente sopradas para a atmosfera por correntes de ar devido ao seu
peqgueno tamanho e baixa densidade (LETT et al., 2021).

A particulas de microplasticos respiraveis sdo definidas como aquelas que
podem alcancar e se depositar na regido do pulméo em que se localizam os alvéolos
e ocorrem as trocas gasosas. Embora microplasticos muito grandes também possam
ser inalaveis, particulas com tamanho superiores a 5 um tém sua deposicéo pulmonar
diminuida significativamente a medida que sdo submetidos a depuracdo mucociliar,
uma vez que a depuracao protege os pulmdes dessas particulas, suspendendo as no
muco, para que entdo os cilios do endotélio respiratério possam empurrar as

particulas para cima e para fora das vias aéreas em direcdo a faringe, onde a particula
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€ deglutida e entra na via de ingestao descrita anteriormente (GASPERI et al., 2018;
LETT et al., 2021). O tamanho e a densidade das particulas iréo influenciar em sua
deposicao no sistema respiratorio, sendo que as particulas mais leves e menores
chegam mais fundo nos pulmdes (PRATA et al., 2020).

A introducao de particulas de poliestireno através da traqueia, em um modelo
em hamster, demonstrou aumentar o influxo de neutréfilos, o conteddo de histamina
e resposta inflamatéria pulmonar. Esses achados foram demonstrados nos indices de
amostras de lavado broncoalveolar e também trombose periférica dentro de 1 h apés
a instilacdo, o que demonstrou a capacidade rapida do poliestireno aminado
(acrescido de uma amina) em passar dos pulmdes para a circulacdo sistémica. O
poliestireno aminado demonstrou capacidade de aumentar a formacéo de trombos
guando administrado por via intratraqueal, porém, esse efeito so foi observado em
uma concentracao quase dez vezes maior do que seria necessaria para produzir um
efeito semelhante utilizando a via de administracdo intravenosa (LETT et al., 2021).

Quanto a estudos em modelos humanos, Amato-Lourenco et al. (2021)
demonstraram, apdés analisarem amostras de tecido pulmonar de 20 individuos
adultos, que o sistema respiratorio € uma rota de exposicado a microplasticos e os
pulmbdes humanos sdo um sitio de deposicdo dessas particulas. As amostras
analisadas foram coletadas de individuos submetidos ao servico de necropsia para
determinacao da causa de morte. Todos os individuos que tiveram o pulméao analisado
residiram na cidade de Sao Paulo por um periodo de tempo maior que dez anos. Ao
final do estudo foram detectadas, no total, 31 particulas e fibras de polimeros sintéticos
em treze das vinte pessoas analisadas. Conforme foi concluido nesse estudo, embora
a inalacéo tenha sido a mais provavel via de exposicdo, ndo pode ser excluida a
possibilidade de que algumas dessas particulas possam ter atingido os pulmdes por
meio de translocacéo sistémica. Pois, assim como as particulas que se depositam no
sistema respiratorio podem migrar para o sistema circulatorio ou linfatico e atingir
outros 6rgéos e tecidos, 0 mesmo pode ocorrer com outras vias de exposicao.

As particulas que se depositam nos pulmdes ainda podem estar submetidas ao
processo de fagocitose pelos macréfagos, o que também pode fazer com que ocorra
a translocagdo dessas particulas. No entanto, a grande area de superficie dessas
particulas pode desencadear uma intensa liberacdo de fatores quimiotaticos, que
aumentam a permeabilidade e impedem o deslocamento dos macrofagos, levando a

um processo de inflamacéo crénica (PRATA et al., 2020).
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3.2.3 Contato com a pele

Microplasticos sdo utilizados em cosméticos e produtos de higiene, como
produtos de limpeza para as maos, protetores solares, produtos de limpeza facial,
creme dental e outros. Recentemente, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou
o Microbeads-Free Water Act com o objetivo de restringir o uso de microplasticos
nesses tipos de produtos e assim minimizar o seu descarte em sistemas de agua.Essa
lei é valida para produtos produzidos apés o ano de 2018.No periodo que antecede
essa norma de restricao, usuarios de esfolientes faciais foram expostos a uma média
de 4.594 a 94.500 particulas de microplasticos ao fazerem o uso de apenas 5 mL de
produto (LETT et al., 2021).

Segundo o Cosmetics Europe aproximadamente 93% dos microplasticos
usados em produtos de limpeza de pele sdo polietileno e os demais componentes
incluem, principalmente, polipropileno e poliestireno (KENTIN et al., 2017; LETT et al.,
2021). Atualmente, ndo sdo bem compreendidos os efeitos diretos de microplasticos
na saude humana (PRATA et al., 2020).

O Instituto Federal Alemao de Avaliacdo de risco discorreu a respeito dos
perigos para saude humana resultantes do uso de produtos de cuidados com a pele
e higiene bucal contendo particulas microplasticas de Polietileno (PE). Apos analises
concluiram que as particulas microplasticas usadas em peelings faciais e produtos de
banho sdo maiores do que 1 um, e que o uso prolongado desses produtos leva a
absorcao de particulas de PE e também Polipropileno (PP) pelos tecidos, o que pode
resultar, eventualmente, em danos a pele humana (SHARMA; CHATTERJEE, 2017).

Embora a rota de contato com a pele seja a menos significativa, deve-se levar
em consideracdo o fato de que alguns plasticos sdo capazes de causar uma
inflamacéo leve na pele, por serem considerados corpos estranhos. Como por
exemplo as suturas, dependendo do tipo de material utilizado, podem gerar um
processo inflamatério leve. Além do epitélio celular também sofrer estresse oxidativo

através da exposicdo a micro e nanoplasticos (PRATA et al., 2020).
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3.2.4 Toxicidade e estresse oxidativo

Dependendo da exposicdo, o contato com microplasticos podem levar ao
estresse oxidativo, citotoxicidade e até mesmo a neurotoxicidade (PRATA et al.,
2020).

O desequilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e os
sistemas antioxidantes pode resultar em estresse oxidativo e 0s microplasticos podem
estar presentes na origem dele. Alguns compostos (metais) podem ficar adsorvidos
na grande area de superficie dos plasticos, liberando espécies oxidativas que podem
culminar em estresse (RAHMAN et al., 2021). A presenca de microplasticos no
organismo pode desencadear respostas inflamatérias, uma vez que o sistema
imunolégico age para eliminar esse material do organismo. Durante o processo
inflamatorio ocorre a liberacdo de ROS e também o aumento da permeabilidade das
barreiras epiteliais, o que pode ocasionar a translocacao dos microplasticos para os
outros tecidos. A presenca de microplasticos pode levar a um processo de inflamacao
cronica, o que aumenta o risco de desenvolvimento de cancer (PRATA et al., 2020).
O estresse oxidativo decorrente da exposicado a microplasticos foi relatado em peixes
— zebra e em camundongos (LU et al., 2016).

A neurotoxicidade, relacionada a doencas neurodegenerativas, foi relatada in
Vivo ap0s a exposicdo a materiais particulados. Isso ocorre , possivelmente, devido
ao estresse oxidativo e o contato direto com particulas translocadas, que causam a
ativacao da microglia no cérebro (célula imune) , que produz superoxido, e a acdo de
citocinas pro-inflamatdrias circulantes (de outros locais de inflamacé&o), resultando em
neurodegeneracdo. Através dos mesmos mecanismos 0S microplasticos podem
contribuir a crescente incidéncia de doencas neurodegenerativas (PRATA et al.,
2020).

A citotoxicidade € considerada como resultado da toxicidade, estresse
oxidativo e processo inflamatorio. A internalizacdo celular de microplasticos de
poliestireno tém sido descrita em culturas de células, incluindo macrofagos, eritrocitos
e também células epiteliais alveolares de ratos (GEISER et al., 2005; PRATA et al.,
2020). Apos ainternalizagdo, os microplasticos ndo permanecem ligados a membrana
dentro da célula, levando a acreditar que eles podem, potencialmente, interagir com
as estruturas celulares (MOHANKUMAR et al., 2008;PRATA et al., 2020).
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Outro ponto importante que pode estar relacionado a citotoxicidade, levando a
morte celular, sdo as moléculas de surfactante que sdo tipicamente encontradas na
maioria das preparacdes de materiais plasticos. Em altas concentragdes podem ser
prejudiciais para a bicamada lipidica da membrana plasmatica. Mesmo que em niveis
moderados, os surfactantes podem interromper importantes estruturas da superficie
celular, como proteoglicanos e outros componentes da matriz extracelular. Podem
ainda dificultar os processos de sinalizagéo celular que requerem interacdes de ligante
extracelular e receptor de superficie celular. Levando em consideracéo todos esses
fatores, a fisiologia celular seria afetada em varios graus por surfactantes associados
a plasticos (CAMPANALE et al., 2020).

3.2.5 Corrente sanguinea e tecidos

Apoés ingestdo ou inalagcdo, os microplasticos podem sofrer translocacao e
alcancar o sistema circulatorio e uma vez que estejam na corrente sanguinea podem
alcancar diferentes orgéos e tecidos e inclusive se acumular neles (PRATA et al.,
2020; ZHANG et al., 2020). Através da via de inalagédo qualquer tipo de microparticula
pode atingir a superficie alveolar e particulas nanométricas podem facilmente passar
para a corrente sanguinea, ultrapassando a barreira epitelial pulmonar e se difundir.
Essa distribuicdo pode causar danos a diferentes regides do corpo, incluindo o
sistema nervoso central (FACCIOLA et al., 2021).

Deng et al. (2017) avaliaram, em camundongos, o acumulo de microplasticos
nos tecidos. Os camundongos foram tratados com agua contendo particulas de
microplasticos de poliestireno fluorescentes de tamanho 5 pm e 20 um. Fazendo uso
dessas particulas, e com a ajuda de espectroscopia de fluorescéncia e andlises
histolégicas foi possivel rastrear o acumulo e a distribuicdo de microplasticos nos
figados, rins e intestinos. Foram observados microplasticos de ambos os tamanhos
em todos os trés tecidos e ap0s 14 dias de exposicdo o valor de exposicdo se tornou
estagnado. Os dados obtidos sustentam a hipotese de que os microplasticos néo
apenas acumulam no sistema digestivo, mas que também sao transportados para
outros tecidos através do sistema circulatorio. Sendo que, a distribuicdo das
microplasticos nos tecidos é determinada, em partes, pelo tamanho das particulas,

onde as particulas grandes (20 ym de diametro) apareceram continuamente
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distribuidas entre todos os tecidos, enquanto as particulas pequenas (5 ym de
didmetro) apresentaram maior acumulo no intestino.

Apesar da grande maioria dos estudos relacionados a microplasticos serem
testados em modelo animal, geralmente em ratos e camundongos, existem relatos da
presenca de microplasticos em amostras de pulmdes e placenta humana, que servem
para embasar a teoria de translocacdo e deposi¢cdo dessas particulas nos 6rgdos e
tecidos (AMATO-LOURENCO et al., 2021; RAGUSA et al., 2021).

Na corrente sanguinea, particulas de poliestireno menores que 10 ym, em altas
concentracbes, mostraram exibir propriedades hemoliticas. Embora o mecanismo
exato ainda ndo esteja bem compreendido, uma hipétese estaria associada ao
aumento area de superficie das particulas a medida que o seu tamanho diminui,
resultando em aumento da adesdo dessas particulas aos eritrocitos por meio de
interacdes de forca de Van der Waals (LETT et al., 2021).

Existem relatos da interacdo de nanoplasticos com proteinas do sangue, como
albumina e globulina, para formarem complexos proteina — plastico. Esses complexos
agregados, se presentes em grandes quantidades, podem potencialmente levar ao
bloqueio dos vasos sanguineos. Além disso, nanoplasticos quando encontrados em
altissimas concentracfes (cerca de 10 a 50 vezes mais) em relacdo as hemacias,
apresentam danos as mesmas causados por estresse mecanico, o0smatico e oxidativo,
embora seja muito dificil de se obter uma acumulagcdo de nanoplasticos tdo grande
na circulacdo humana em condi¢cdes naturais (YONG; VALIYAVEETTIL; TANG,
2020).

Quantos aos efeitos cardiovasculares, um estudo realizado em 2019 por Wang
et al. (2019) utilizando peixes marine medaka (Oryzias melastigma) avaliou ao longo
de uma geracdo as interferéncias resultantes da exposicdo aos microplasticos.
Comecando com a exposicao dos pais a concentracdes de microplasticos baixas (10
um de poliestireno ndo modificado) que resultou em uma diminuicdo da frequéncia
cardiaca. Existem muitos fatores em potencial que podem ter contribuido para a
diminuicdo observada na frequéncia cardiaca.

Segundo relatado por GEISER et al. (2005), nanoplasticos de poliestireno
foram encontrados no interior das células, ao invés de permanecerem ligados a
membrana, o que pode criar um potencial de interagdo do poliestireno com

sarcOmeros cardiacos, e posteriormente impactar a frequéncia cardiaca. Além de,
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como ja mencionado anteriormente, os microplasticos apresentarem um potencial de
causar estresse oxidativo, que podem ocasionar efeitos cardiovasculares

Os disturbios cardiovasculares devido ao estresse oxidativo que ocorrem a
partir do poluentes do ar, dentre eles os microplasticos, sdo devido em parte a um
aumento de espécies reativas de oxigénio, que interagem com a sinalizagédo do 6xido
nitrico que ocorre nas células endoteliais convertendo-o em peroxinitrito citotoxico.
Isso faz com que a biodisponibilidade do Oxido nitrico no endotélio diminua, e as
concentracdes de peroxinitrito estejam altas, uma vez que o peroxinitrito € citotéxico,
resultada em danos ao DNA, proteinas, e lipidios nas células (GORI; MUNZEL,
2011;LETT et al., 2021).

3.2.6 Vetores de microrganismos e produtos quimicos potencialmente toxicos

Além de poder liberar constituintes quimicos presentes em suas matrizes no
organismo, os microplasticos também podem atuar como vetores de microrganismos
ou produtos quimicos adsorvidos do meio ambiente, devido a sua grande area
superficial que os torna propensos a carrear produtos que entrem em contato com
eles ou microrganismos que estejam colonizando sua superficie (BANAEE et al.,
2020; SHARMA; CHATTERJEE, 2017). Os efeitos causados por produtos quimicos
ou microrganismos adsorvidos aos microplasticos serdo altamente dependentes de
algumas variaveis, como o tipo de particulas ingeridas, o tempo de depuracdo e
translocacdo de microplasticos vetoriais, a taxa de liberacdo e extensdo do
contaminante e os efeitos nocivos que ele pode ter em tecidos humanos (PRATA et
al., 2020).

Alguns constituintes quimicos sédo utilizados no tratamento do plastico para
conferir algumas melhorias ao material. Como € o caso de plastificantes e outros
aditivos (retardadores de chama, antioxidantes, anti-UV, nano-enchimentos). Uma vez
gue ocorra a ingestao de particulas de microplasticos, pode haver a liberaracéo
dessas substancias quimicas no organismo. Grande parte desses compostos nao
possuem seus danos bem documentados (SHARMA; CHATTERJEE, 2017).

Aditivos plasticos, como bisfenol A e ftalatos (usados para garantir maior
flexibilidade no plastico), sdo considerados extremamente téxicos, além de terem

demonstrado um efeito bioldgico no Utero que pode estar associado a uma diminui¢éo
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do tempo de gravidez. Esses compostos ainda agem como disruptores endocrinos,
ou seja, ambos, mesmo que em concentracdes muito baixas interferem com os
horménios enddgenos causando desregulacdo do sistema enddcrino e afetando o
funcionamento dos orgdos que respondem aos sinais hormonais (BLACKBURN;
GREEN, 2021; PRATA et al.,2020; SHARMA; CHATTERJEE, 2017). A acao dos
disruptores enddécrinos esta relacionada a sua capacidade de (a) imitar horménios, (b)
antagonizar sua acdo, (c) alterar seu padrdo de sintese e metabolismo, ou (d)
modificar as expressdes de receptores especificos. As pesquisas tém associado 0s
disruptores enddcrinos a varias doencgas e condicdes como: asma, diabetes, canceres
(mama, prostata, testiculos), problemas reprodutivos (malformacfes genitais,
infertilidade) e condi¢cbes do neurodesenvolvimento (disturbios de aprendizagem,
transtorno do espectro autista) (CAMPANALE et al., 2020).

Alguns compostos adsorvidos do meio ambiente pelos microplasticos incluem:
poluentes orgénicos persistentes, como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e
bifenilas policloradas, que sdo compostos potencialmente toxicos e ingestdo de
microplasticos, contendo esses poluentes, expdem o organismo a altas concentracoes
desses produtos e podem até mesmo potencializar sua toxicidade (DE-LA-TORRE,
2019; PRATA et al., 2020). Outros poluentes conhecidos por serem capazes de
adsorver aos plasticos incluem metais pesados, como chumbo,cadmio, zinco, niquel
e contaminantes organicos, como produtos farmacéuticos (RIBEIRO et al., 2019).

No caso dos microrganismos, 0S microplasticos podem direcionar
microrganismos patogénicos aos tecidos, ao mesmo tempo que o0s protegem da acao
do sistema imunoldgico, pondendo acarretar danos e favorecendo infec¢cdes. Como
por exemplo, o Vibrio spp, uma espécie capaz de colonizar a superficie de
microplasticos (DE-LA-TORRE, 2019;PRATA et al., 2020).

3.3 CARACTERIZACAO E DETERMINACAO DE MICROPLASTICOS

Fragmentos plasticos podem ser definidos e descritos de diversas maneiras.
As descricbes mais frequentemente encontradas sdo: tamanho, forma (esferas,
contas, pelotas, espumas, fibras, fragmentos, filmes e flocos), cor (branco-
transparente, amarelo-laranja, vermelho-rosa,azul esverdeado ou preto acinzentado),
tipo de polimero, origem e finalidade de uso, por exemplo, embalagem (ABBASI;
TURNER, 2021;NAPPER; THOMPSON, 2020).0 tamanho €& caracteristica mais
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comumente relatada em pesquisas, porém, pode haver ambiguidade na terminologia
utilizada para designar os tamanhos de plasticos, o que compromete e dificulta
significativamente o progresso dos estudos relacionados a contaminantes plasticos
(NAPPER; THOMPSON, 2020).

Existem trés categoriais mais comumente utilizadas para descrever o tamanho
do fragmento plastico: macroplasticos (> 20 mm de diametro), mesoplasticos (5-20
mm) e microplasticos (<5 mm). No entanto, os nanoplasticos estdo sendo relatados
com mais frequéncia (<1000 nm) (DEHAUT et al.,, 2016; NAPPER; THOMPSON,
2020).

Quanto ao tipo de polimero, embora existam inUmeros tipos, 0s que aparecem
com maior frequéncia em analises de microplasticos sao: Polietileno, polipropileno e
poliestireno, que sdo comumente usados na producdo de embalagens (HIDALGO-
RUZ et al., 2012). Além desses citados, vestigios de fibras de poliamida, as quais séo
usadas como redes de pesca e na industria téxtil, também s&o achadas, porém, com
menor frequéncia (DUMICHEN et al., 2017).

A determinacdo de microplasticos é uma tarefa complicada, que exige a
realizacdo de técnicas bastante minuciosas afim de evitar erros. O processo de
analise exige que as instalacdes utilizadas durante as analises estejam livres de
particulas contaminantes, principalmente de particulas de ar ambiente que possam
estar presentes no processo de preparacdo e analises das amostras (WELLE;
FRANZ, 2018).

Segundo Pan et al. (2019), embora a metodologia de referéncia para analise
de microplasticos ndo tenha sido estabelecida, o seguinte procedimento tem sido
amplamente utilizado: (1) coleta de microplasticos; (2) isolamento de microplasticos
(separacéo, digestao, filtracdo, secagem); (3) identificacdo visual; (4) Caracterizacéo
por Transformada de Fourier Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)/ Micro-Raman/
Elétron de Varredura Espectroscopia Dispersiva de Microscopia-Energia (SEM-EDS)
e por fim, (5) atribuicdo de identidade.

Apés realizada a coleta das amostras, a etapa de isolamento de microplasticos
consiste no tratamento para reducao do teor de matéria organica presente para que
entdo possam ser realizadas as andlises das amostras (CARVALHO et al., 2021).
Protocolos distintos foram criados para a extragdo de microplasticos de sedimentos e
tecidos bioldgicos devido a diversidade de composi¢cdo da matéria organica presente
nas amostras (DEHAUT et al., 2016).
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Os métodos de extracdo podem ser classificados como acidos, alcalinos ,
oxidantes e enzimaticos. A digestdo da matéria organica pode ser obtida da incubacéo
da amostra com uma substéncia acida, como acido nitrico, ou uma solucao bésica,
como o hidroxido de potassio (KOH). Perdxidos, como por exemplo o peréxido de
hidrogénio (H202) e enzimas também podem ser utilizadas (DEHAUT et al., 2016;
RADFORD et al., 2021). A ineficacia da digestdo de matéria organica por meio de
diferentes protocolos e matrizes motivaram o uso de uma digestdo em mudltiplas
etapas, ou seja, utilizandos dois reagentes diferentes, embora em muitos estudos
ainda optem por utilizar apenas um unico reagente, de acordo com a sua amostra
analisada (CARVALHO et al., 2021; DEHAUT et al., 2016).

A selecdo do protocolo ou adaptacdo de um protocolo ja existente para o
isolamento de microplasticos deve levar em consideracéo os objetivos do estudo e a
matriz estudada. Alguns métodos ndo se tornam viaveis para serem utilizados em
larga escala por serem muito demorados ou muito caros ou ainda deficientes na
digestdo de tecidos biologicos. Alguns protocolos utilizados na digestdo de tecidos
biologicos podem causar danos aos plasticos apos o processos de digestdo, como é
0 caso dos protolocos utilizando acido nitrico que causam degradacao substancial de
alguns tipos de poliamida, o que pode levar a subestimacdes de microplastico
mascarando os niveis reais desse material (DEHAUT et al., 2016).

Apés realizado o isolamento, podem ser utilizadas técnicas de microscopia
(6ptica e eletrbnica) para identificacdo e caracterizacdo visual das amostras. Ja a
identificacdo quimica, que garante a identidade da amostra, pode ser realizada
através de espectroscopia (Raman, Ressonancia Magnética Nuclear e Infravermelho
por Transformada de Fourier) (SHARMA; CHATTERJEE, 2017).

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) é um equipamento capaz de
produzir imagens de alta ampliacdo (de 300.000 x ou mais) e resolucdo. Permite,
também, a analise em pequenos aumentos e com grande profundidade de foco, o que
gera, para a maior parte dos materiais soélidos, uma aparéncia tridimensional da
imagem da amostra analisada (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007; MALISKA,
2021).

O principio da microscopia eletrénica de varredura consistente em irradiar a
area de superficie ou o microvolume da amostra a ser analisada com um fino feixe de
elétrons através de um filamento, geralmente de tungsténio, que mediante uma

aplicacdo de diferenca de potencial gera uma variacdo de voltagem e permite a
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modificacdo na aceleracdo dos elétrons (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007,
FERRARI et al., 2019).

Ao interagir com a superficie da amostra esse feixe emite uma série de
radiacbes como: elétrons secundarios, elétrons retroespalhados, raios-X
caracteristicos e etc, que quando captadas corretamente fornecem informacdes sobre
as caracteristicas da amostra (MALISKA, 2021).Ap0s varrer a superficie da amostra,
ponto a ponto, o sinal do detector é transmitido a um monitor que mostra na forma de
imagem a transcodificacdo da energia emitida pelos elétrons, ao contrario da radiacédo
emitida pela luz a qual estamos habitualmente acostumados no microscépio 6ptico
convencional (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

A microscopia eletronica de varredura de alta resolugéo utiliza um canh&o de
emissao de campo (FEG) que substitui o filamento convencional. O FEG consiste de
uma ponta de tungsténio extremamente fina que conduz a uma melhor resolugéo,
além de criar campos elétricos intensos em formas pontiagudas que permitem a
ampliacdo da superficie em milhares de vezes com uma pequena voltagem de
aceleracéo de elétrons, reduzindo efeitos de acumulos de cargas nas superficies de
materiais isolantes e a profundidade de penetracéo do feixe (BARRETO, 2014).

Além de fornecer informagdes sobre a morfologia, o MEV também pode
apresentar a identificacdo dos elementos quimicos presentes na amostra. Na
configuracdo do microscopio eletrénico pode-se acoplar, junto a camara da amostra,
dois tipos de detectores de raios-X: o detector por dispersédo de energia (EDS) ou o
detector por dispersdo em comprimento de onda (WDS), sendo o EDS o0 mais usado
devido sua maior confiabilidade e facilidade de operacdo (DEDAVID; GOMES;
MACHADO, 2007; MALISKA, 2021).

Os detectores de raios — X fornecem informac8es qualitativas e quantitativas
da composicdo da amostra com base na interacdo do feixe de elétrons priméarios com
a superficie analisada. A amostra € bombardeada por um feixe de elétrons primarios
gue faz com que os elétrons mais externos dos atomos e 0s seus constituintes sejam
excitados para mudarem de nivel energético e ao retornarem para sua posicao inicial
liberam a energia adquirida na forma de féton. Uma vez que os elétrons de um
determinado atomo possuem energias distintas, o detector mede esse comprimento
de onda ou energia associada através da incidéncia do feixe e determina quais
elementos quimicos estdo presentes naquela amostra que estdo emitindo a radiacao.

Entédo é possivel tracar um histograma do espectro com a abscissa sendo a energia
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dos fotons e a ordenada o numero de fétons recebidos (contagem) (DEDAVID;
GOMES; MACHADO, 2007).

A andlise dos picos obtidos no espectro é facilitada por uma base de dados que
contém, para cada elemento, as energias e a intensidade das raias que as produziu,
entdo é possivel localizar para cada energia do espectro a lista dos elementos que
possuem uma raia dentro deste dominio energético, assim determinando os
elementos presentes na amostra (COSTA, 2016; DEDAVID; GOMES; MACHADO,
2007). Vale salientar, que os elementos com quantidade de massa inferior a 0,2% nao
poderdo ser detectados. Por isso é importante escolher uma tensédo de aceleracdo
compativel com os elementos que se quer analisar (DEDAVID; GOMES; MACHADO,
2007).

O Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e o Raman sdo duas
técnicas de espectroscopia que identificam grupos funcionais associados as
diferentes moléculas presentes na amostra. Cada material apresenta bandas
vibracionais caracteristicas, relacionadas com seus grupos funcionais, que criam sua
“impressao digital” e essa é utilizada para determinar a sua identificagdo. (SCHMID;
COZZARINI; ZAMBELLO, 2021).

O FTIR utiliza uma radiacao infravermelha policromatica (nUmero de onda:
4000-400 cm 1, correspondendo a um comprimento de onda de 2,5-25 um) para
examinar a amostra. Os espectrometros mais modernos podem utilizar a técnica de
FTIR nos modos de absorcéo, transmissdo ou reflexdo (KAPPLER et al., 2016;
SCHMID; COZZARINI; ZAMBELLO, 2021). Com maior frequéncia sdo utilizadas:
reflexdo total atenuada FTIR, utilizada em pecas de tamanho macroscopico (> 500
MmM) que sejam compostas de material solido e o detector de micro-FTIR de matriz de
plano focal, que permite identificar particulas presentes em um filtro com uma
resolucdo entre 10-20 ym de tamanho, sendo 10 um o menor tamanho de particulas
individuais passiveis de serem detectadas através dessa metodologia de FTIR
(SCHMID; COZZARINI; ZAMBELLO, 2021; SCHWAFERTS et al., 2019).

O episodio de dispersdo de uma radiacdo eletromagnética monocromatica
através de uma fonte de laser (visivel, infravermelho préximo ou radiacao ultravioleta
(UV) proximo) caracteriza o processo de funcionamento da técnica Raman (SCHMID;
COZZARINI; ZAMBELLO, 2021). O mapeamento Raman oferece a possibilidade de
identificar microplasticos na faixa de 1 e 20 um (ARAUJO et al., 2018). Ao interagir

com a matéria, a radiacdo produz dois tipos de disperséo: a elastica e a ineléstica,
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sendo a inelastica proveniente da interacdo do laser com a amostra. Essa interacéo
gera uma troca de energia que fornece informagdes sobre a modos vibracionais no
sistema (SCHMID; COZZARINI; ZAMBELLO, 2021). Para andlise de particulas
menores € utilizado o p-Raman, que é uma técnica Raman convencional
simplesmente com resolucdo aprimorada que é limitada pelo limite de difracdo de
campo distante (AYARS et al., 2001).

O deslocamento Raman, para uma determinada ligagdo e um determinado
modo vibracional ndo é dependente da energia de excita¢do. Contudo, o uso de lasers
com energias mais baixas no campo espectroscopia de infravermelho proximo é
aconselhada, uma vez que laser com altas frequéncias (UV, visivel) podem gerar
fendmenos indesejados de fluorescéncia, ou até mesmo fotodecomposi¢cdo do
material. Outra preocupacdao € a presenta de aditivos e corantes presentes na amostra
de microplastico que pode gerar espectros anormais ou até mesmo cobrir o
sinal(SCHMID; COZZARINI; ZAMBELLO, 2021). Existem muitas rotas possiveis para
minimizar esses problemas. No contexto especifico da analise de microplasticos, uma
forma Obvia de reduzir a fluorescéncia causada por detritos organicos e, em alguns
casos, até por corantes organicos € a utilizacao de um protocolo de limpeza adequado
para remover 0os contaminantes. Digno de mencéo € o estudo de referéncia de Dehaut
et al. (2016) que avaliou a eficiéncia e o efeito de degradacéo de seis métodos. Os
autores concluiram que a digestdo com acido nitrico, recomendada anteriormente pelo
Conselho Internacional para a Exploracdo do Mar, leva a degradacéao do polimero e
consequente subestimacdo de microplasticos. Ao invés disso, 0s autores
recomendaram a digestdo em uma solucédo de KOH a 10% (ARAUJO et al., 2018).

Ambas as técnicas, FTIR e Raman, atuam de modo complementar na
deteccéo das vibragdes moleculares, uma vez que algumas vibracées ndo podem ser
detectadas em FTIR mas sdo ativas em Raman e vice versa, ja que o Raman
apresenta uma maior sensibilidade para grupos apolares e sofre menos interferéncia
na presenca de agua, diferente do FTIR . Contudo, a técnica de Raman em apresenta
melhor resolucéo (até 1 um enquanto a do FTIR € 10 e 20 um) quando comparada a
espectroscopia FTIR (ARAUJO et al., 2018; SCHMID; COZZARINI; ZAMBELLO,
2021).

Um levantamento na literatura mostra que a técnica de identificacdo mais
utilizada é Espectroscopia infravermelha de transformada de Fourier (FTIR), seguida

de microscopia Optica e por espectroscopia Raman (SCHMID; COZZARINI;
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ZAMBELLO, 2021). Também vale ressaltar que a técnica de microscopia Raman foi
aplicado com sucesso para caracterizar microplasticos, mostrando algumas
vantagens sobre a técnica micro FTIR, especialmente quando o tamanho das
microfibras € inferior a 20 ym (ABSHER et al., 2018).

3.4 BOLSAS DE CONCENTRADOS DE PLAQUETAS

As plaquetas sdo pequenos fragmentos provenientes do citoplasma de
células gigantes chamadas de megacariocitos. Quando ativadas elas aderem ao
endotélio do vaso sanguineo que sofreu uma lesdo, juntamente com outras
plaquetas, ou somente se ligam as outras plaquetas, para formar agregados que tém
como funcéo a prevencao ou a interrupcéo do sangramento (TOSTES et al., 2008).
As plaquetas estao presentes no sangue total junto com os outros elementos, como
o plasma, os leucadcitos (globulos brancos) e as hemacias (MATHEW et al., 2021).

O concentrado de plaquetas € um hemocomponente, ou seja, ele € um
produto gerado em servicos de hemoterapia, de forma individualizada, a partir de
uma amostra de sangue total extraida de um doador, a qual € submetida a processos
fisicos (centrifugacdo) que resultardo na obtencdo desse componente. Além da
coleta de sangue total pode ser utilizada a metodologia de aférese, na qual ocorre a
retirada do sangue do doador, seguida da separacédo de seus componentes por um
equipamento proprio, sendo que a porcdo do sangue que se deseja fica retida na
maquina e 0s outros componentes que nao serdo utilizados sdo devolvidos ao
doador (BRASIL,2015).

Para capturar as plaquetas a partir de uma amostra de sangue total sao
utilizadas duas metodologias.O primeiro método baseia — se na centrifugacdo do
sangue em duas etapas, sendo que na primeira etapa é realizada uma centrifugacao
leve aonde se obtém o plasma rico em plaguetas. Uma centrifugacao adicional é
realizada, dessa vez em alta rotacdo, e é feita a remo¢do da maior parte do
sobrenadante de plasma. O componente final componente deve conter uma
suspensdo de plaquetas em quantidade de plasma adequada manter um pH
aceitavel, geralmente 40 a 70 mL séo usados (UNITED STATES, 2005).

O segundo método utilizado leva em consideracédo a difenca de tamanho e
densidade das células para separacdo dos componentes sanguineos e geralmente

utiliza extratores automatizados de plasma e bolsas top and bottom.O processo de
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centrifugagéo refrigerada que faz com que o sangue se divida em camadas, as
hemacias se depositam no fundo da bolsa, acima delas se encontra o buffy coat
(camada leucoplaquetéria), aonde estéo localizados os leucdcitos e plaquetas e na
base se encontra a camada de plasma , que contém plaquetas dispersas. O plasma
sobrenadante contendo plaquetas dispersas € transferido para uma bolsa-satélite,
pela saida superior (top) da bolsa e o concentrado de heméacias é extraido pela saida
inferior (bottom) da bolsa. A camada leucoplaquetéaria permanece na bolsa de
origem. A camada leucoplaquetéria de cada bolsa pode ser agrupada com outras
por meio de metodologia estéril, seguido de etapas de sedimentacdo ou
centrifugacdo para a separacdo e transferéncia das plaquetas para uma outra
bolsa-satélite, onde ficam armazenadas em pool (concentrado de varias amostras).
Este método possibilita a redugcdo no teor de leucdOcitos contaminantes em
aproximadamente 90% (BRASIL, 2015; UNITED STATES, 2005).

O produto final do concentrado plaquetario € um condensado de plaguetas
suspensas em plasma. O plasma consiste na por¢ao acelular do sangue e pode ser
obtido por centrifugacéo, sua constituicdo € basicamente agua, proteinas (albumina,
globulinas) fatores de coagulacéo (fibrinogénio), carboidratos, lipidios e outros como
eletrélitos (s6dio, potassio, bicarbonato, cloreto e calcio) e imunoglobulinas
(BRASIL,2015; MATHEW et al., 2021). Sendo que cada de concentrado de
plaquetas contém aproximadamente 5,5 x 10%° plaquetas em 50-60mL de plasma, ja
as bolsas obtidas por aférese contém tém pelo menos 3,0 x 101! plaquetas em
200-300mL de plasma (correspondente a 6 a 8 unidades de concentrados de
plaqueta unitarios) (BRASIL, 2015).

Apés a preparacao as amostras de concentrados de plaguetas permanecem
estavéis pelo periodo de 3 a 5 dias, desde que se matenham em agitacdo constante
e estejam bem condicionadas (BRASIL,2016). Sendo utilizadas, principalmente, por
pacientes trombocitopénicos, que apresentam baixa quantidade desse componente
no sangue devido ao déficit na producdo medular e também, em alguns casos, por

pacientes submetidos a grandes cirurgias (TOSTES et al., 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 AMOSTRAS

Foram analisadas 15 bolsas de concentrados de plaquetas doadas pelo Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Parana (Hemepar) localizado na cidade de Ponta
Grossa, Parand. O Hemepar € responsavel pela coleta, armazenamento,
processamento, transfusao e distribuicdo de sangue para hospitais publicos, privados
e filantrépicos. As amostras de sangue total provém de doac¢bes voluntarias da
populacdo em geral e sdo processadas para obtencéo de varios hemocomponentes,
entre eles o concentrado plaquetario.

Os concentrados plaquetarios sdo armazenados em bolsas produzidas pela
Fresenius HemoCare Brasil Ltda, com capacidade para 1300mL de amostra,
confeccionadas em Policloreto de Vinila atoxico, porém, segundo informacfes do
préoprio fabricante, o material possui em sua composi¢cdo DEHP (di(2-etilhexil)ftalato),
um agente plastificante suspeito de ser toxico a reproducao, devendo ser evitado o
tratamento repetido ou prolongado de criangas, gestantes ou lactantes com este
produto.

Na etiqueta de identificacdo das bolsas é possivel encontrar as iniciais do
doador, volume da bolsa, tipagem sanguinea do doador, assim como a data da coleta
e do vencimento do hemocomponente, conforme mostrado na Figura 1. Todas os
materiais analisados se encontravam fora do prazo de validade, ou seja, eram
considerados inaptos para uso.

As bolsas utilizadas nesse estudo possuiam a mesma data de vencimento
(08/09/21) e foram coletadas no dia seguinte a essa data e processadas logo em
seguida. Durante seu processamento foram armazenadas sob refrigeracdo em
geladeira (3°C).
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Figura 1 - Bolsa de concentrado de plaquetas
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Fonte: A autora,2022.

4.2 CONTROLE DE QUALIDADE E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Uma abordagem livre de plastico foi utilizada para garantir a qualidade dos
resultados, o que permitiu a avaliacdo de fontes de variabilidade e erro e também
trouxe maior confiabilidade aos dados coletados. Todos os materiais foram lavados ,
antes de serem utilizados, com glicerol P.A e alcool 70% e secos com o auxilio de
toalhas de papel. Esses materiais foram mantidos em fluxo laminar limpo (antes e
apos o processamento das amostras) para evitar a contaminacao das amostras no ar.
Jalecos de algodao (100%) e luvas de nitrila limpas foram usadas durante todos os
procedimentos.

As amostras foram processadas em um gabinete de fluxo laminar limpo,
previamente higienizado com alcool 70%. Por conta da presenca de microplasticos no
ar foi realizado um controle de qualidade durante o processamento das amostras,
aonde foram colocados vidros relégio, também previamente higienizados, nos locais
em que as amostras foram manipuladas. Esses vidros foram analisados,
posteriormente, quanto a presenca de estruturas com caracteristicas fisicas e visuais
compativeis com materiais plasticos.

Foram retirados, com auxilio de uma tesoura cirdrgica, dois fragmentos de
pontos distintos do material plastico que compfe a bolsa de armazenamento de
plaquetas. Essas amostras foram coletadas em frascos de vidro de Penicilina injetavel
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esterilizados e posteriormente submetidas ao processo de digestédo, que é tratamento
utilizado para a reducéo do teor de matéria organica presente na amostra. Um terceiro
fragmento da bolsa,maior, foi retirado e armazenado para que fosse realizada a
técnica de FTIR.Esse fragmento ndo foi submetido ao processo de digestao pois foi
retirado de um ponto que nao teve contato com o concentrado de plaguetas.

Para andlise do concentrado de plaquetas foi retirada uma aliquota de 10 mL
de cada bolsa, e colocada em tubos cbnicos graduados apods a perfuracdo da
membrana de um dos conectores da bolsa, que permitiu a passagem do concentrado
de plaquetas para os tubos. Os tubos e as bolsas foram numerados de 1 a 15 para
facilitar a identificacdo das amostras. Apés a identificacdo os tubos foram submetidos
ao processo de centrifugacao leve em rotacdo padrédo durante 10 minutos. Apos a
centrifugacéo, foi realizada a separacao de sobrenadante e precipitado com auxilio de
pipetas de vidro. Amostras de precipitado foram identificadas no tubo com a letra A e
as amostras de sobrenadante foram transferidas para tubos de ensaio e marcadas
com a letra B. Essas amostras também foram, subsequentemente, submetidas ao
processo de digestao juntamente com os fragmentos da bolsa, contudo, as amostras

de sobrenadante passaram por uma etapa adicional antes, a de filtracdo a vacuo.

4.3 FILTRACAO E DIGESTAO DAS AMOSTRAS

Para o procedimento de filtracdo a vacuo das amostras de sobrenadantes
foram utilizados filtros de microfibra de vidro (GF/C Whatman, 47 mm de diametro com
retencdo de particulas 1.2 uym) individualizados. Cada amostra foi filtrada uma Gnica
vez, e apos a sua passagem pelo filtro as particulas solidas que exibiram tamanho
compativel com a porosidade apresentada pelo filtro ficaram retidas. Ao final de cada
procedimento, o filtro da respectiva amostra foi dobrado, com o auxilio de uma pinca
de metal, e colocado dentro de um tubo de ensaio identificado.

Nesse estudo foi utilizado o protocolo de digestdo em duas etapas conforme
Carvalho et al. (2021), com algumas adaptacdes. Dois reagentes diferentes foram
utilizados para otimizar o processo de digestdo do material, o hidréxido de potassio
(KOH) em solucéo de 10% (p/p) e peroxido de hidrogénio (H202) 35%. Primeiramente
foi adicionado quantidade suficiente de perdxido de hidrogénio para cobrir
completamente as amostras conforme observado na Figura 2, sendo que para as

amostras de sobrenadante era necessario cobrir o filtro e para as amostras de plastico



33

da bolsa era necesséario submergir o material, jA as amostras de precipitado tiveram
adicionado em média 1 mL de H2O», levando em consideracdo que a retirada de
sobranadante j& havia resultado em uma quantidade de precipitado equivalente a 1
mL para a maioria das amostras. As amostras foram tampadas com papel aluminio e
incubadas em estufa com temperatura controlada a 60°C durante um periodo de 48

horas.

Figura 2 - Amostras com adi¢cdo de Hz202

Legenda:(A) Amostras de sobrenadante e (B) Amostras de precipitado.
Fonte: A autora,2022.

A completa digestdo das amostras foi avaliada visualmente, e por se tratar de
um procedimento experimental, o qual foi adaptado de metodologias para analise de
microplasticos em amostras ambientais,estabeleceram-se critérios de acordo com
cada amostra analisada. Para as amostras de plastico da bolsa considerou-se a
completa digestdo quando ja ndo haviam mais residuos liquidos presentes em suas
superficies e o peréxido de hidrogénio colocado também ja havia sido evaporado
completamente.Ja as amostras de precipitado que resultaram em um particulado
solido, ausente de resquicios liquidos e de H.O> também foram consideradas ja
digeridas. Quanto as amostras de sobrenadante, a completa digestdo inclui a
evaporacdo do H-O> e a degradagéo do filtro, resultando em um particulado solido.

Amostras que ndo preenchiam os critérios de digestdo completa
permaneceram na estufa em um novo ciclo de 48 horas com o objetivo de obter a
digestéo dos residuos liquidos por completo, evaporacdo do H>O- e degradagéo dos
filtros, conforme mencionados acima. A temperatura da estufa foi elevada para 70° C
no primeiro dia e para 80° C no dia seguinte. Segundo Dumichen et al. (2017)
polimeros comercialmente disponiveis, utilizados para aplicacbes comuns de

mercado mostram uma decomposic¢ao principal entre temperaturas de 375 e 500 °C,
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ou seja, a temperatura utilizada durante o experimento ndo causou interferéncia nas
particulas microplasticas.

Apo6s o periodo de 48 horas, as duas amostras de plastico da bolsa e todas as
amostras de precipitado foram consideradas como digeridas ent&do foram processadas
para, posteriormente, serem analisadas pelas técnicas de Raman e MEV/EDS, além
de microscopia Optica para as amostras de precipitado.Os fragmentos da bolsa
permaneceram armazenados, em temperatura ambiente, nos vidros de Penicilina
aonde foram colocados inicialmente, ja as amostras de precipitado, como
apresentavam um material particulado sélido, foram solubilizadas com duas gotas de
agua ultrapura para formar um esfregaco em lamina de vidro e entdo colocadas em
estufa a 37°C para secar. Ap0s a secagem as laminas foram armazenadas em um
laminario de madeira contendo silica gel para evitar a exposicao a umidade.

Como nenhuma das 15 amostras de sobrenante apresentou degradacdo do
filtro de microfibra de vidro foi necesséria a utilizacdo do protocolo de dupla digestéao
com KOH nessas amostras. E também pelo fato do KOH apresentar bons resultados
em estudos realizados conforme mencionado por Dehaut et al. (2016).

A adicdo do KOH 10% (p/p) foi realizada na proporcéo de 4 unidades de volume
(mL) para 1 unidade de volume de amostra (mL). Por se tratar de uma mistura
altamente reativa a incubacao subsquente ocorreu em tempertura ambiente, segundo
descrito por Carvalho et al. (2021). Apdés o periodo de incubacédo de 48 horas a
digestdo das amostras ainda ndo estava completa. Afim de realizar a extracdo de
microplasticos livres de matéria organica optou—se por tentar um método de flotac&o
por densidade, onde é utilizada uma solucdo saturada que favorece a flotagcdo dos
microplasticos, uma vez que sdo menos densos que os sedimentos segundo Pappis,
Kapusta e Ojeda (2021).

Foi utilizado o Cloreto de zinco para a realizacdo do método de flotacdo devido
a sua disponibilidade, e para isso foi preparada uma solucdo de densidade igual a
1,6kg/L conforme citado por Rodrigues et al. (2020) e Imhof et al. (2012), sendo essa
considerada a densidade mais efetiva para a realizacdo desse procedimento de
extracdo. Devido ao fato de algumas amostras terem reagido aos processos
anteriores com KOH foi realizado o teste de flotacdo de modo piloto em 7 das 15
amostras de sobrenadante disponiveis. Foi utilizado um volume de 3 mL de solucdo
em cada amostra, seguido de agitacdo. Apds 24 horas foi retirada, com auxilio de

pipetas de vidro, a pelicula superficial localizada na parte superior da amostra e
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colocada sobre laminas de vidro na forma de esfregagco, as quais seguiram para
secagem em estufa a 37°C. Apds a secagem foram armazenadas em laminario
juntamente com as laminas de amostras de precipitado.

ApOs todas essas etapas as laminas foram submetidas a triagem por
microscopia éptica no mesmo laboratério que foram manipuladas, e posteriormente,
encaminhadas ao Complexo de Laboratorios Multiusuarios da Universidade Estadual
de Ponta Grossa, juntamente com os trés fragmentos da bolsa, para serem realizadas
as analises de Raman, MEV/EDS e FTIR.

4.4 MICROSCOPIA OPTICA

Foi empregado microscopia de luz polarizada simples (Olympus CX41) para
avaliar a presenca de fragmentos com caracteristicas visuais e fisicas (por exemplo,
forma, forma, cor, brilho, dureza, elasticidade) que estavam associados a materiais
plasticos. O objetivo da microscopia Optica foi fazer uma pré-triagem, com o intuito de
reduzir o numero de particulas a ser analisadas, com base nas caracteristicas ja
mencionadas. A varredura das laminas foi relizada usando uma objetiva de 10x e

caracterizada morfologicamente sob uma objetiva de 40x.

45 RAMAN

A analise do Raman foi realizada antes da MEV/EDS para evitar o
comprometimento das amostras. Foi realizada a técnica de p—Raman. As analises
foram realizadas pelo espectrémetro Xplora Plus, da marca Horiba, com um laser de
785 nm, com microscopia confocal e objetiva 50x, a intensidade e o tempo de
exposicdo (em média 20 segundos) ao laser foi sendo adaptada para que nao
houvesse queimaduras nas amostras durante a analise e as grades de difracdo de
600 linhas por mm. Os fragmentos de plastico da bolsa foram submetidos a andlise
direta do material, ja as laminas de microplasticos foram anexados ao microscopio
cobertas por fita adesiva dupla face. Todos os espectros foram avaliados em um
intervalo de 50-3.500 cm™ . Os espectros obtidos foram processados usando o
software “Spectragryph - optical spectroscopy” (Dr. Friedrich Menges), versédo 1.2,
2020, obtido através de https://www.effemm2.de/spectragryph/index.html. Os
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resultados foram comparadas usando uma biblioteca espectral desenvolvida para
pesquisa em microplasticos (Biblioteca Espectral SloPP_Raman_microplastics_
276entries), compilada da biblioteca criada por Rochman Lab — University of Toronto,
atraveés do site https://www.effemm2.de/spectragryph/down_databases.html, onde foi
obtida.

46 FTIR

Apenas um fragmento grande de plastico da bolsa foi utilizado para anélise do
FTIR, os outros dois foram utilizados nas analises de Raman e MEV/EDS. Foi utilizado
0 pedaco que nao sofreu processo de digestdo, uma vez que esse fragmento nao teve
contato nenhum com o concentrado plaquetario. Esse material foi usado para fazer a
caracterizacao da bolsa e a auséncia de matéria organica auxilia a obter um espectro
mais limpo. O equipamento IRPrestige-21 com acessorio de refletancia difusa, DRS-
8000 da marca Shimadzu foi utilizado. Os espectros obtido foi processado usando o
software “Spectragryph - optical spectroscopy” (Dr. Friedrich Menges), versédo 1.2,
2020, obtido através de https://www.effemm2.de/spectragryph/index.html.Os
resultados foram comparadas usando uma biblioteca espectral desenvolvida para
pesquisa em microplasticos , contendo principalmente amostras de referéncia . Essa
biblioteca foi compilada a partir do depositario de dados espectrais do artigo: S.
Primpke, M. Wirth, C. Lorenz, G. Gerdts: "Reference database design for the
automated analysis of microplastic samples based on Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy”, Analytical and Bioanalytical Chemistry 410, 5131-5141 (2018),
recuperado de https://link.springer.com/article/10.1007/s00216-018-1156-x.
Aprimorado com 57 espectros FTIR de plasticos do artigo: Q.T. Birch, P.M. Potter,
P.X. Pinto, D. D. Dionysiou, S.R.Al-Abed: "Isotope ratio mass spectrometry and
spectroscopic techniques for microplastics characterization”, o qual obtido através de:
https://edg.epa.gov/imetadata/catalog/search/resource/details.page?uuid=%7BC4F15
7A8-5F25-4704-A10D-0F02CF869CE6%7D. A biblioteca foi obtida através do site

https://www.effemm?2.de/spectragryph/down databases.html.
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4.7 MEV/ EDS

Para que fosse realizada a andlises das fibras presentes nas laminas por
microscopia eletrbnica as amostras precisaram passar por etapas preliminares, onde
foram fixadas em suportes metalicos (stubs) utilizando uma fita de dupla face de cobre.
N&o foi utilizada a fita de carbono pois poderia causar interferéncia com o material
analisado, devido ao fato de materiais plasticos possuirem grandes quantidades de
carbono em sua composicao. A fita dupla face foi aderida ao stub com o auxilio de
pingas metalicas, e entdo o stub foi utilizado como um carimbo para aderir as
particulas a fita de cobre apés o contato direto com a lamina. A localizacdo das
particulas foi realizada com o auxilio do microscopico optico.

Os materiais para serem avaliados através do uso dessa metodologia precisam
ser bons condutores, caracteristica necessaria para que haja a formacéo da imagem,
entdo as amostras passaram por um processo de pulverizacao (sputtering) com ouro
em po, para que ocorresse a deposicao de ions metalicos nelas, formando uma
pelicula. Outra carateristica importante € a auséncia de umidade nas amostras, uma
vez que a umidade pode causar problemas na producdo de imagem, para isso foi
usada a silica-gel (COSTA, 2016; DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

Para andlises dos fragmentos plasticos da bolsa ndo foram necessarios
preparos adicionais pré-analiticos, apenas a pulverizacdo com particulas de ouro.

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada utilizando o microscopio
Mira 3 da marca Tescan. Ele possui varredura por emissao de campo (FEG) e possui
detectores de EDS (detectores por energia dispersiva), entdo foi possivel realizar a
caracterizacdo quimica das estruturas analisadas, gerando espetros com elementos

quimicos presentes nas amostras e suas porcentagens.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados e organizados utilizando o software Microsoft Excel®
2016, onde também foram feitos os graficos, médias e desvios padrées. As demais
analises estatisticas, como o teste de Teste de Shapiro-Wilk (para avaliar a
normalidade dos dados) e a Correlacdo de Pearson foram feitos através do software

de computador Jamovi (Versao 2.2). Obtido através de https://www.jamovi.org.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 MICROSCOPIA OPTICA

Através da microscopia oOptica, foram visualizadas um total de 26 estruturas
(Grafico 1) com caracteristicas fisicas e visuais que estavam associados a materiais
plasticos nas 15 laminas analisadas de amostras de precipitado. Apenas na amostra
de nimero 12 nao foi visualizado nenhum material. Todas as estruturas visualizadas
foram caracterizadas como fibras, sendo que das 26 visualizadas, vinte e quatro (92%)
delas eram azul esverdeadas (Figura 3) e duas (8%) preto acinzentadas.

Nas amostras de sobrenadante foram encontradas apenas 3 fibras em 7 das
laminas analisadas(piloto). A menor quantidade de fibras encontradas nas laminas de
sobrenadante reflete que o processo de centrifugcdo realizado no inicio do
processamento do concentrado de plaquetas foi importante para concentrar melhor
as particulas, que provavelmente sdo mais densos que a solucéo de plasma, que é
composto em boa parte por| agua.Devido a uma menor quantidade de estruturas
encontras, optou-se por nao prosseguir com as analises das amostras de

sobrenadante.

GRAFICO 1 — Nimero de microfibras encontradas em cada lamina.
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Fonte: A autora,2022.
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Figura 3 - Fibra visualizada através de microscopia 6ptica na amostra 2A.

4 " y
y \ . % v §
S B - : v 7 \ &

Legenda: (A). Aumento de 40x. (B). Aumento de 10x. (C). Aumento de 4x.
Fonte: A autora,2022.

Foi realizada também a média dos volumes de amostra encontrados nas
bolsas, que foi de 65,2 mL, com um desvio padrao foi de 1,3. Afim avaliar se existia
ou ndo uma correlacdo entre o nimero de fibras encontradas com o volume de
amostra presente na bolsa foi realizado um teste paramétrico, apos constatar a
normalidade dos dados utilizando o teste de Shapiro-Wilk (p > 0.05), conforme mostra

a Figura 4.

Figura 4 - Teste de Shaipiro Wilk

Descriptives

Volume (mL) Quantidade de fibras encontradas

N 15 15
Mean 65.2 1.73
Standard deviation 1.26 1.03
Shapiro-Wilk W 0.918 0.904
Shapiro-Wilk p 0.179 0.110

Fonte: A autora,2022.

Entéo foi realizada a correlagédo de Pearson (Figura 5). O valor de r obtido (-
0.120) com valor de p=0.669 demonstrou que néo existem correlacdo entre o volume

de amostras e a quantidade de fibras encontradas (Figura 6).



Figura 5 - Teste de correlacdo de Pearson (valores)

Correlation

Quantidade de fibras encontradas

Volume (mL)

Quantidade de fibras encontradas

Volume (mL)

Pearson'sr —
p-value —
N —
Pearson'sr -0.120
p-value 0.669
N 15

Note. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001
Fonte: A autora,2022.

Figura 6 - Teste de correlacdo de Pearson (grafico)
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Fonte: A autora,2022.
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Também foi realizada a analise das placas utilizadas como controle durante o

processamento das amostras, o qual foi realizado em duas etapas. Nas placas de

controle do fluxo laminar foram encontradas em média 2 fibras (o= 1) por placa, ja nas

placas de controle de ambiente a média foi de 1,5 fibras (o= 0,5) por placa. Nas placas

de controle da estufa ndo foram encontradas estruturas. Os valores encontrados sao
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considerados aceitaveis levando em consideracao o fato de o laboratoério de anélises

ser utilizado para outras atividades durante esse periodo.

5.2 RAMAN

A primeira andlise de Raman realizada foi a caracterizacdo do material da
bolsa. Dois fragmentos foram retirados para analise, ambos obtiveram espectros
bastante similares entre si, obtendo compatibilidade maior para o Policloreto de vinila
(PVC) com taxas superiores a 90%. Schwabl et al. (2019) usaram como critério em
seu estudo a identificagcdo com base em espectros que apresentassem similaridade
com microplasticos de referéncia superior a 70%. A figura 7 representa o espectro
obtido do material plastico encontrado préximos aos conectores da bolsa, enquanto a

figura 8 representa o resultado de compatibilidade do espectro utilizando a biblioteca.

Figura 7 - Espectro obtido do fragmento plastico da bolsa
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Fonte: A autora, 2022.
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Figura 8 - Resultado de compatibilidade do espectro com a biblioteca.

Best hit:
16 638nm_01.txt : Reference ID Polyvinyl Chloride 5 (93,34%)

spectrum info search & results descriptor rating
sample ID ref. ID name method >scard| r;amev rating [ Polymér Vl.aser wil colour weathered
16638m . Raman  Search1 » | -

Polyvinyl Polyvinyl Chioride 93,34 Polyvi ear

Polyvinyl Polyviny! Chloride 93,28 ey

Polyurethane & Polyurethane 6 88,70 Black

Polyurethane 3 | Polyurethane 3 88,38 hite -

Polyurethane |Polyurethane 11 88,37

Sample spectrum plot (+hits):

Fonte: A autora,2022.

Dentre as 26 fibras encontradas nas amostras de precipitado, a maioria nao
obteve compatibilidade com materiais polimeros, foram encontradas fibras de cotton
(algodé@o) em sua maior proporcao e fibras de celulose. Foram encontradas 4 fibras
de poliéster (2 amostras), 9 de polietileno (5 amostras) e 4 de poliamida (2 amostras).
Foram encontradas baixas proporcdes de compatibilidade, sendo de 16,9 + 3,3 para
poliéster, 34,6 +13,9 para polietileno e 46,6 + 7,4 para poliamida.

Embora o uso de bibliotecas seja uma maneira agil e pratica, além de uma das
maneiras mais utilizadas para identificacdo de microplasticos, a probabilidade de uma
correspondéncia bem-sucedida empregando o software de correspondéncia de
biblioteca depende muito da abrangéncia da biblioteca espectral. Existem bibliotecas
personalizadas, que geralmente dependem de espectros adquiridos de pellets de
polimeros puros e bibliotecas comerciais que dependem de espectros adquiridos de
polimeros comercializados (obtidos de fornecedores), que incluem em sua
composicao uma variedade de aditivos, cargas e agentes corantes, 0s quais podem,
em alguns casos, se sobrepor ou até mesmo mascarar 0 espectro do polimero
subjacente (ARAUJO et al., 2018).

Neste estudo foi utilizada uma biblioteca contendo uma cole¢éo de espectros
de Raman de microplasticos obtidos a partir de amostras puras e amostras expostas

ao processo de intemperiza¢do (ambientais), uma vez que os materiais plasticos da
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bolsa tratam — se de polimeros comerciais, entretanto ndo podia se saber a origem
das fibras encontradas no concentrado plaquetario. O uso de bibliotecas comerciais
mais abrangentes é o ideal no que se trata de amostras ambientais ja que os
microplasticos ambientais resultam principalmente da fragmentacdo de polimeros
comerciais disponiveis em diferentes morfologias, porém uma das limitac6es dessas
bibliotecas se deve ao fato de que elas incluem apenas espectros de plasticos que
ndo foram expostos a degradacdo ambiental, mais uma vez dificultando a
probabilidade de correspondéncias bem-sucedidas (ARAUJO et al., 2018).

Visto que as fibras analisadas foram triadas por meio de caracteristicas fisicas
compativeis com materiais polimeros em microscopia éptica e posteriormente tiveram
sua composicdo analisada por meio de MEV/EDS, onde obteve—se resultado
compativel com a composicao de materiais polimeros, pode-se concluir que tratam-
se de fibras altamente sugestivas de serem de microplasticos conforme também
concluiram Wang et al.(2017) em seu estudo de caracterizacdo de microplasticos
obtidos do oceanos e de conteudo estomacal de peixes de laboratério e peixes
oceanicos. Entretanto ndo se consegue obter a origem das mesmas, dado que elas
podem ser provenientes do material plastico da bolsa ou do doador, para isso seria
necessaria a obtencéo de espectros que apresentassem uma melhor compatibilidade
com as amostras da biblioteca utilizada.

As fibras analisadas também podem ser provenientes do meio ambiente,
chegando ao ser humano pelas vias de exposicdo anteriormente comentadas ou
podem ser fruto de contaminacdo durante o processo de analise, embora todas as
medidas cabiveis tenham sido tomadas para evitar inconsisténcia nas analises.
Dentre os fatores que podem ter prejudicado a obtencdo de espectros compativeis
temos a presenca de aditivos e corantes presentes em amostras de microplasticos e
também material organico ndo degradado, que sdo capazes de gerar espectros
anormais ou até mesmo cobrir o sinal remetendo a incompatibilidade frente a
biblioteca utilizada. Esses fatores também enfraquecem o sinal do laser, necessitando
gue seja estendido o tempo de integracéo, resultando em maior tempo de medicéo,
gue no pior das hipoteses resulta em degracdo da amostra induzida pelo laser
conforme observado na Figura 9 (ARAUJO et al.,, 2018; SCHMID; COZZARINI,
ZAMBELLO, 2021).
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Figura 9 - Fibra danificada pela a¢&o do laser do Raman.

Fonte: A autora,2022.

53 FTIR

A analise do FTIR foi realizada somente na amostra de plastico da bolsa, uma
vez que para analise de materiais menores seria necessaria a utilizacdo da técnica de
M-FTIR, a qual ndo esta disponivel nas dependéncias da Universidade Estadual de

Ponta Grossa. O seguinte espectro obtido pode ser observado na figura 10.

Figura 10 - Espectro obtido da analise de fragmento da bolsa de PVC.
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A probabilidade de uma correspondéncia bem-sucedida empregando o
software de correspondéncia de biblioteca, assim como o Raman, também depende
muito da abrangéncia da biblioteca espectral utilizada. A biblioteca disponivel utilizada
apresentava amostras de plasticos de referéncia, ou seja, plasticos puros. Esse fato
pode ter interferido na obtencdo de uma melhor correspondéncia, uma vez que a
amostra utilizada em questédo era um plastico comercial contendo aditivos e ainda foi
submetida a um leve intemperismo apos a producao dos concentrados plaquetérios,
sendo exposta a refrigeracdo e a agitacdo constante, fatores que garantem a
estabilidade do concentrado de plaquetas. O resultado obtido pode ser observado na
figura 4, onde se observa a correspondéncia com alguns outros materiais, plasticos
ou naturais, e também com o PVC, em uma proporc¢ao de 64,2%. Contudo, 0 mesmo
material foi submetido a andlise através de outras técnicas, como Raman e MEV/EDS,

0 que pode garantir uma melhor caracterizacdo do material como Policloreto de vinila.

Figura 11 - Resultado de compatibilidade do espectro FTIR encontrado.

Best hit:
plastico 2 com outra base1.txt : Reference ID Primpke 329 (66,98%)
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Birch19 polyester_scarf | 54,807 7] synthetic plastic PET
Birch43 ps_ballyhoo 64,57 | synthetic plastic PS - Polystyrole
Primpke 332  coal FTIR [T768% | natural natural other
Birch54 PVC 3_AWBERC [[T6438 | synthetic plastic PVC

Fonte: A autora,2022.
5.4 MEV/EDS
As primeiras amostras analisadas por microscopia eletrbnica de varredura

acoplada ao EDS/SEM foram as amostras de material da bolsa. Foi analisado um

fragmento do tubo e também um fragmento do plastico que envolvia 0s conectores.
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Ambos o0s pedacgos apresentam espectro contendo Carbono, Oxigénio e Cloro.
Segundo Wang et al. (2017) particulas de Policloreto de vinil (PVC) de referéncia
demonstraram caracteristicas Unicas, como intensidade relativamente brilhante do
detector de eletrons retroespalhado, superficies relativamente lisas e irregulares, e
fortes picos de cloro (Cl) nos espectros de EDS (Figura 5). Essas caracteristicas foram
usadas para validar a identidade do polimero, uma vez que, segundo informac¢des do
préprio fabricante, trata- se de PVC.

Figura 12 - Resultados das andlises de microscopia eletronica de varredura dos fragmentos da bolsa.
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Legenda: (1) Superficie externa do tubo; (2) Mapeamento por EDS da superficie externa do tubo; (3)
Representacéo dos fragmentos analisados, sendo A o tubo e B o fragmento préximo ao conector; (4)
Parte externa do fragmento proximo ao conector; (5) Mapeamento por EDS do fragmento externo
proximo ao conector; (6) Superficie interna do tubo; (7) Superficie interna do tubo com maior ampliacéo,
demonstrando ranhuras; (8) e (9) Espectros referentes as duas amostras analisadas, demonstrando
altos picos de Cloro caracteristicos de PVC.

Fonte: A autora,2022.

As andlises de MEV/EDS foram realizadas em 13 amostras, sendo que a
amostra 12 ndo continha estruturas e a amostra 8 apresentou muito residuo de
matéria organica impossibilitando a analise. Os resultados das andlises demonstraram
a presenca de 13 elementos: Carbono (C), oxigénio (O), sddio (Na), cloro (ClI),

potassio (K), calcio (Ca), cobre (Cu), titanio (Ti), indio (In), silicio (Si), enxofre (S),
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fosforo (P) e nitrogénio (N). Nas figuras 13 e 14 encontramos os resultados
encontrados na categorizagdo da amostra por EDS, como sua visualizacdo através

da microscopia Optica das amostras 2 e 3.

Figura 13 - Microscopia 6ptica e microscopia eletrdnica com EDS da amostra 1.

eV

Legenda: (1) Fibra visualizada na microscopia 6ptica; (2) Fibra visualizada na microscopia eletrénica
de varredura em escala de 25 pm. (3) Espectro contendo os elementos quimicos presentes na fibra.
Fonte: A autora,2022.

Figura 14 - Microscopia 6ptica e microscopia eletrdnica com EDS da amostra 2.
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Legenda: (1) Fibra visualizada na microscopia Optica; (2) Fibra visualizada na microscopia eletronica
de varredura em escala de 25 um. (3) Espectro contendo os elementos quimicos presentes na fibra.
Fonte: A autora,2022.

O elemento carbono ndo estava presente em apenas uma das amostras
analisadas, 0 que descarta a possibilidade de se tratar de um material plastico ja que
o carbono € um dos elementos centrais presente na maioria dos materiais poliméricos
assim como o oxigénio (GIRAO et al., 2020). O elemento oxigénio foi detectado em
todas as amostras. Carbono e oxigénio apareceram sempre em maiores propor¢cées
dentro todos os elementos caracterizados, com um percentual das médias de 39%
para o carbono e de 33% para o oxigénio, seguidos de potassio, sédio, cloro,

respectivamente. O elemento Cu foi desconsiderado das andlises devido ao fato de
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ser o material utilizado na confeccdo da fita dupla face aplicada aos stubs, ja o
aluminio que compde os stubs néo interferiu em nenhuma amostra.

Os elementos que estédo contidos em maior quantidade nas amostras sdo mais
precisamente identificados, de maneira mais facil, enquanto elementos presentes em
pequenas quantidades podem sofrer alguma interferéncia da técnica alterando o
resultado final, por isso torna — se adequado considerar que elementos presentes com
valor inferior a 1% representam tracos do elemento na amostra (COSTA, 2016). Foi
0 caso do elemento calcio que apareceu em cinco das amostras, e do titAnio presente
em apenas uma, ambos com um percentual inferior a 1%, o0 que pode caracterizar
interferéncia na analise ou contaminantes na amostra. Embora carbonato de calcio
esteja presente na estrutura de alguns materiais plasticos para melhorar sua estrutura
e titanio seja encontrado em pigmentos feito de Oxidos de titanio, a porcentagem
desses elementos deveria ser muito maior do que o0 encontrado para serem
caracterizados como aditivos de plasticos (WANG et al., 2017).

Os outros elementos apareceram com percentuais baixos, porém acima de 1%.
Sodio, cloro e potassio sdo ions abundantes no plasma sanguineo e podem ter
interferido nas analises caso ndo tenham sido degradados corretamente no protocolo
de digestao. O cloro pode caracterizar PVC, porém para que isso aconteca deve ser
encontrado em porcentagens maiores.

O nitrogénio e o fosforo sdo utilizados no processo de fabricacdo de alguns
materiais plasticos, ajudando a evitar a descoloracéo e a oxida¢ao durante o processo
de fabricacdo e como retardador de chama, respectivamente. O nitrogénio foi
encontrado em duas amostras com percentual altos de 10,44% e 10,75%. Ja o fésforo
apareceu em duas amostras com percentual de 2,68% e um percentual muito
pequeno de 0,37% que possivelmente caracteriza contaminacgao.

indio, silicio, enxofre ndo sdo elementos conhecidos por apresentarem
correlacdo com materiais plasticos entdo podem ter sido adsorvidos por materiais
plasticos pelo meio, uma vez que os plasticos possuem uma caracteristica de
carrearem consigo poluentes, além da possibilidade de que esses materiais possam
agir como contaminantes.

Apesar do equipamento utilizado ter alguns padrdes para a realizacdo das
analises, mesmo assim existem algumas dificuldades, pois existem muitos outros
parametros (fora aqueles ligados ao material) que fazem a superficie dos picos variar

como: a) tensao de aceleracdo; b) natureza dos outros elementos presentes com 0s
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guais se faz a quantificacdo: as raias de um elemento podem ser mais ou menos
absorvidos pelos outros elementos que estdo presentes no volume analisado e
também a geometria da superficie analisada, sendo que os programas de calculo
quantitativo tendem a serem elaborados para superficies planas e polidas (DEDAVID;
GOMES; MACHADO, 2007).Todos esses fatores podem vir a influenciar na analise
das amostras, além dos relacionados ao material, conforme comentado acima.

O uso combinado de microscopia Optica e microscopia eletrénica de varredura
mais espectroscopia de raios X com disperséo de energia (SEM/EDS) permite que um
grande namero de particulas microplasticas sejam rastreadas mais rapidamente. A
microscopia Optica distingue materiais plasticos de outros compostos e o SEM/EDS
fornece imagens de alta resolucdo e assinaturas de composicao elementar, o que
ajuda a descartar nao plasticos, uma vez que fornece principalmente um espectro
guantitativo com sinais elementares de carbono e oxigénio que sao os elementos
centrais presentes na maioria dos materiais poliméricos. No entanto, fora o PVC, que
se distingue por apresentar fortes picos de Cloro em seu espectro, outras particulas
de plastico, como polipropileno e polietileno ndo tém nenhum pico EDS distinto além
de um forte pico de carbono, por isso torna-se necessario combinar o EDS com
técnicas espectroscopicas como FTIR e Raman, uma vez que permite ainda a
identificacdo quimica , gerando um espectro de impressdao da amostra, podendo se
saber qual o polimero e sua origem (GIRAO et al., 2020; WANG et al., 2017).

6 CONCLUSAO

Nesse estudo foi detectada a presenca de fibras altamente sugestivas de
microplasticos em bolsas de concentrados de plaquetas, segundo a caracterizacao
guimica e visual por MEV/EDS. A caracterizacdo quimica do material plastico usado
para o armazenamento das plaquetas resultou em Policloreto de vinila (PVC), um
polimero constituido basicamente de carbono, oxigénio e cloro, enquanto o0s
resultados das analises das fibras encontradas no concentrado de plaquetas néo
demonstraram altos picos de cloro caracteristicos durante a analise por EDS/SEM,
portanto, tratam-se de outros polimeros que ndo o material da bolsa. Uma vez que
todos os cuidados cabiveis foram tomados durante as andlises afim de evitar
contaminantes, acredita-se que 0S materiais encontrados estavam presentes no

concentrado, porém sabe — se que mais estudos devem ser realizados, com um
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namero maior de amostras e andlises de hemocomponentes que ficam armazenados
em materiais plasticos durante um maior tempo para garantir que nao hi degradacéo
da embalagem utilizada, culminando na exposi¢cao aos microplasticos. Também sao
necessarias adaptacdes nos protocolos de processamento das mesmas, afim de obter
como resultado um material livre residuos de orgéanicos para as analises de Raman.
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