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Resumo

O dietilfosfinato de aluminio (ALPI) ¢ um composto usado como retardante de chama livre de
halogénio. Os retardantes de chama, cruciais na prevencao de incéndios, sdo amplamente
usados em todo o mundo, com consumo medido em toneladas. Além disso, esses compostos
pertencem ao grupo dos contaminantes emergentes, substancias que apresentam riscos a saude
humana e ambiental, ainda sem limites de seguranca definidos e, portanto, ndo monitoradas.
Para avaliar a toxicidade de ALPI, os seguintes testes foram realizados: (i) ensaio de
mutagenicidade usando o ensaio de Salmonella / microssoma, (ii) ensaios de viabilidade celular
por interferéncia na atividade das desidrogenases mitocondriais (ensaio WST-1) e alteracao na
membrana plasmatica integridade (ensaio de LDH) e (iii) ensaio de genotoxicidade de
micronucleo usando a linhagem celular de hepatoma humano HepG2. Os resultados mostraram
que ALPI ndo induziu mutacao pontual nas cepas de Salmonella enterica sorovar typhimurium
TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104 na auséncia ou presenca de ativacdo metabdlica (mistura
S9), nem causou citotoxicidade nas células HepG2 por interferéncia na atividade mitocondrial
desidrogenases ou ruptura da membrana plasmatica. O ensaio de micronucleo indicou
genotoxicidade de ALPI na concentragao de 200 pg/mL com a maior parte das células sofrendo
pelo menos uma divisdo. Esse trabalho forneceu dados sobre o perfil de toxicidade do ALPI in
vitro e contribuiu para os estudos de toxicidade humana para esse composto.

Palavras chave: contaminantes emergentes; genotoxicidade; mutagenicidade; citotoxicidade;
HepG2; ensaio salmonella microssoma.



Abstract

Aluminum diethyl phosphinate (ALPI) is a compound used as a halogen-free flame retardant.
Flame retardants are crucial in fire prevention and are thus widely used worldwide, with
consumption measured in tons. In addition, these compounds belong to the group of emerging
contaminants, substances that pose risks to human and environmental health, still without
defined safety limits and therefore not monitored. To assess the toxicity of ALPI, the following
tests were carried out:(1) mutagenicity assay using the Salmonella/microsome assay, (ii) cell
viability assays by interference in mitochondrial dehydrogenases activity (WST-1 assay), and
alteration in plasma membrane integrity (LDH assay), and (ii1) micronucleus genotoxicity assay
using the human hepatoma cell line HepG2. The results showed that ALPI did not induce point
mutation in Salmonella enterica sorovar typhimurium strains TA97, TA98, TA100, TA102 and
TA104 in the absence or presence of metabolic activation (S9 mix), nor caused cytotoxicity to
HepG2 cells either by interference on the activity of mitochondrial dehydrogenases or plasma
membrane disruption. The micronucleus assay indicated ALPI genotoxicity at a concentration
of 200 pg/ml with most cells undergoing at least one division. This research provides data on
the toxicity profile of ALPI in vitro and contributes to human toxicity studies for this
compound.

Key words: emerging contaminants; genotoxicity; mutagenicity; cytotoxicity; HepG2;
Salmonella microsome assay.
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1. INTRODUCAO

1.1 Contaminantes de preocupaciao emergente

Os contaminantes de preocupagao emergente (CPE) sdo um grupo de diferentes produtos
quimicos - de origem antrdpica ou natural - ou microrganismos, persistentes no meio ambiente
e/ou com potencial nocivo para o ecossistema e saude humana. A literatura cientifica reporta
poucos dados a respeito de sua toxicidade. Essas moléculas podem contaminar diversas
matrizes ambientais, a exemplo da agua. Seus limites seguros de exposi¢do ainda ndo foram
estabelecidos, ndo sendo comumente monitorados no meio ambiente. Esses contaminantes nao
sdo0, necessariamente, novos. Pertencem a esse grande grupo os plastificantes, cianotoxinas,
nanomaterias, retardantes de chama, praguicidas, medicamentos, entre outros (SAUVE;

DESROSIERS, 2014).

1.2 Retardantes de chama

O termo “retardantes de chama” refere-se a uma variedade de substancias com
diferentes estruturas e propriedades moleculares, que ao serem adicionadas em materiais como
moveis, dispositivos eletronicos, materiais para construgao civil e produtos de transporte evitam
a iniciagdo de incéndios ou retardam a propagacdo do fogo, através de mecanismos fisicos ou

quimicos (EFRA, 2007).

O retardamento através de acao fisica ocorre por trés mecanismos (EHC-192, 1997):

. Resfriamento: esses retardantes se decompdem por reacoes endotérmicas
e resfriam o sistema a temperaturas inferiores a requerida para o processo de pirdlise;

. Diluigdo: incorporagdo de substancias inertes que quando decompostas
liberam gases que diluem os combustiveis nas fases solidas e gasosas tornando o ponto
de fulgor mais elevado;

. Formacdao de camada protetora: substancias sdlidas ou gasosas que
protegem a fase condensada combustivel da fase gasosa, resfriando a fase condensada
e impedindo a transferéncia de calor e o seu contato com o oxigénio.

Por ac¢do quimica o retardamento da combustdao ocorre por reagdes da fase gasosa ou
condensada (EHC-192, 1997):
. Reacdes na fase gasosa: os retardantes de chama eliminam os radicais

livres, interferindo nos processos de combustao;

18



. Reacdes na fase condensada: os retardantes podem reagir com o
polimero, acelerando sua fragmenta¢do, diminuindo o nimero de fragmentos na esfera
de influéncia da chama ou levando a formagdo de uma camada de carbono na superficie

do material que funcionard como uma camada protetora.

Os retardantes de chama podem ser divididos em inorganicos, halogenados,
organofosforados e a base de nitrogénio (EHC-192, 1997). Seu uso remonta épocas bem antigas
com aplicabilidade em reduc¢do da inflamabilidade de algoddo e madeira. Registros do
historiador Herodoto (484- 431a.C) mostram que os Egipcios mergulhavam a madeira em
alimen (sulfato duplo de aluminio e potassio) para reduzir sua inflamabilidade. Os romanos,
dois séculos mais tarde, também usavam o aliimen, porém com a adi¢cdo de vinagre na madeira
(HINDERSINN, 1990).

Foi, porém, na década de 30 que as PCBs (bifenilas policloradas) comecaram a ser usadas
comercialmente em fluidos dielétricos e de troca de calor, entre outras aplicagdes, sendo no
final da década de 70 banidos da América do Norte devido a sua persisténcia, toxicidade e
bioacumulagdo no meio ambiente (SAUVE; DESROSIERS, 2014). Em 1981 foram proibidas
no Brasil através da portaria interministerial 019 (EXECUTIVO, 02/02/81). Apesar das
proibicdes, os problemas ambientais relacionados as PCBs persistem, sendo encontradas até
mesmo em regides polares (FRANCE, 1997; CORSOLINI; et al., 2011).

Os compostos polibromados substituiram as PCBs e devido ao baixo custo, elevada
eficiéncia contra a disseminacao de chamas e formulas adaptaveis a polimeros tornaram-se os
mais utilizados (ALAEE et al., 2003). Entretanto, em consequéncia aos estudos que apontam
para a toxicidade, bioacumulagdo e persisténcia dessa classe de compostos, alguns foram
considerados poluentes organicos persistentes (POPs) e entraram na lista da convencao de
Estolcomo. A figura 1 mostra os critérios para uma substancia ser classificada como poluente
organico persistente (PIERONI; LEONELB; FILLMANNA, 2016; DREYER et al., 2019;
HALES; ROBAIRE, 2020).

19



Figura 1- Requisitos para listar uma substancia como poluente organico persistente (POP) de
acordo com o anexo D da Convengao de Estocolmo

Critérios para POPs

Persisténcia L Bioacumulagio o |Transporte de longo alcance| wju Efeitos adversos
Bioconcentragao/ Dados de monitoramento ou Evidéncia da efeitos

Tin [Agual> 2 ) bioacumulacio propriedades da substancia que adversos a saude
12 [Agua]>2 meses em espécies demostrem que ela possa ser humana/ ambiental

aquaticas> 5000 transportada a longas distancias por
ar, agua ou espécies migradoras.
Quando a substancia migrar

preferencialmente pelo ar, T12[Ar]> Dados de toxicidade/

T12 [Solo]> 6 meses 2 dias .. Lo
Log Kow> 5 ecotoxicidade que indique
: : potencial de dano a saude
< > humana/ ambiental
T12 [Sedimento]> 6 meses Dados que
indiquem elevada
bioacumula¢io em
outras espécies,
toxicidade ou eco-
toxicidade
Evidéncia de que a substancia
quimica seja suficientemente
persistente para incorpora- la
a lista

Dados de monitoramento em
biota indicam potencial de
bioacumula¢do para incorpora-
la a lista

Fonte: Adaptado de (UNEP, 2019)

A Convencao de Estocolmo realizada em 2001 objetivou a eliminacao e/ou restricao
dos estoques e residuos de poluentes orgéanicos persistentes (POPs), a diminuicao da liberagao
de suas emissdes ndo intencionais no meio ambiente, além da identificagdao e gestdo de areas
contaminadas por essas substancias. A partir desses objetivos, ela institui que os Paises-Parte
adotem medidas de controle nas etapas de producao, importagdo, exportacao, uso ¢ destinacao
final dos POPs contidos nos seguintes anexos (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2004):

ANEXO A- POPs para serem eliminados

ANEXO B- POPs com uso restrito

ANEXO C- POPs produzidos nao intencionalmente

Essa convencao inclui, at¢ 0 momento, em seu anexo A (Eliminacao) cinco grupos de
retardantes de chama bromados, que sdo: hexabromobifenil (HBB), hexabromociclododecano
(HBCDD), misturas comerciais penta/octabromodifenis éter (penta/octa-BDE) e o éter
decabromodifenilico (deca-BDE), que foi o ultimo a ser incorporado a lista. No entanto,
existem isengdes de uso e producao por um tempo determinado para alguns paises, entre eles o

Brasil (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2004).
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Apesar de estar presente na conveng¢dao de Estocolmo, falta, no Brasil, legislacao
especifica com concentragdes limites para éteres difenil-polibromados (PBDEs) ou
hexabromociclododecanos (HBCDs) nos produtos comerciais e residuais, € proibi¢des de
importagdes ou exportacdes desses produtos. Em 2009 ocorreu uma tentativa, o projeto de lei
do senado n°173, que propOs concentragao inferior a 0,1% de difenilpolibromados (PBBs),
PBDEs, cromo hexavalente, mercurio e chumbo nos computadores e equipamentos de
informatica (SENADO FEDERAL, 2009). Esse projeto foi arquivado em 2011. Em 2010 foi
elaborada uma instru¢do normativa sobre critérios ambientais na aquisi¢ao ou contratacao de

servigos e obras por 6rgaos publicos que diz no capitulo III, art 5° (BRASIL, 2010):

“os bens ndo contenham substdncias perigosas em concentragdo acima da
recomendada na diretiva RoHS (Restriction of Certain Hazardous
Substances), tais como mercurio (Hg), chumbo (Pb), cromo hexavalente
(Cr(Vl)), cadmio (Cd), bifenil-polibromados (PBBs), éteres difenil-
polibromados (PBDEs) ”.

Adjacente ao banimento de determinados retardantes de chama bromados esta a
necessidade de novas alternativas para substitui-los, visto a contribui¢cdo desses compostos para
a seguranga dos consumidores contra incéndios. Uma classe que vem sendo usada como
substituta ¢ a dos retardantes de chama livres de halogénio (HFFR), os quais possuem
comportamento ambiental e riscos a saude humana poucos compreendidos (WAAIJERS et al.,
2013a).

As principais categorias que possuem HFFR sdo: retardantes de chama inorganicos e
sinérgicos, compostos organofosforados e seus sais, retardantes de chama a base de nitrogénio

e sistema intumescente, como mostrado no quadro 1 (WAAIJERS et al., 2013b).
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Quadro 1- Classes de retardantes de chama livres de halogénios (HFFR)

Retardantes de chama livres de halogénios
Compostos
organofosforados e seus
sais

Retardantes de chama Sistema
a base de nitrogénio  intumescente

Retardantes de chama
inorganicos e sinérgicos
Hidroxido de aluminio Trifenilfosfato (TPP) Pohfosfqto de Pentaeritritol
melamina
Resorcinol bis (difenil
fosfato) (RDP),
Bisfenol-A bis (difenil
fosfato) (BDP)
9,10-diidro-9-oxa-10-
Borato de Zinco fosfenantreno-10-
oxido (DOPO)
Dietilfosfinato de
aluminio (ALPI)

Hidroxido de magnésio

Fosfato de amonio

Hidroxistanato de zinco

Estanato de zinco
Fonte: Adaptado de (WAAIJERS et al., 2013a).

1.3 Retardantes de chama livres de halogénio: Compostos organofosforados

A classe dos retardantes de chama a base de fosforo abrange substancias inorganicas e
organicas que podem conter halogénios. Faz parte dos retardantes organofosforados os ésteres
de fosfatos, fosforo vermelho, fosfonatos e fosfinatos, os quais na presenca de calor agem
principalmente na fase solida através da formacao de acido fosforico, que gera uma camada
protetora de carbono. Quando ha presenca de halogenados, o mecanismo predominante ¢ o de
fase gasosa, no qual os atomos de halogénios removem os radicais H" ¢ OH" do processo de
combustdo (EFRA, 2007; VEEN; BOER, 2012).

Esses retardantes de chama sdo utilizados em plasticos de engenharia, termofixos,
espumas de poliuretano, revestimentos e téxteis (EFRA, 2007). Podem ser classificados em
reativos quando o retardante de chama ¢ ligado quimicamente ao polimero; ou aditivos quando
estao dispersos nas matrizes poliméricas em vez de serem quimicamente ligados. Isso favorece
a sua liberagcdo para o ambiente por volatilizagdo, abrasdo ou lixiviagdo quanto maior for a
pressao de vapor do retardante de chama (Agéncia de protegao ambiental Americana, do inglés
United States Environmental Protection Agency- US.EPA, 2005).

A classe dos organofosforados livres de halogénios inclui dentre outros compostos
mostrados no quadro 1 o dietilfosfinato de aluminio (ALPI) (WAAIJERS et al., 2013a), que

esta dentro dos compostos dessa classe com interesse para a industria (PINFA, 2016).

1.4 Dietilfosfinato de aluminio
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O dietilfosfinato de aluminio (ALPI- CAS N°: 225789-38-8) é um composto
pertencente ao grupo dos metais fosfinatos, cuja estrutura basica encontra-se na figura 2

(WAAIJERS; KONG; HENDRIKS; DE WIT et al., 2013a).

Figura 2- Estrutura basica dos metais fosfinatos
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Fonte: Adaptado de (PINFA, 2016)

A estrutura quimica do ALPI esta apresentada na figura 3 e suas propriedades fisico-

quimicas no quadro 2 (CLARIANT; TOXSERVICES, 2016).

Figura 3- Estrutura quimica do dietilfosfinato de aluminio.
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Fonte: (CLARIANT; TOXSERVICES, 2016)

O ALPI ¢ formado por trés grupos dietilfosfinato, cada um deles organizado em uma

estrutura tetraédrica e ligados a um ion Al73. Sua apresenta¢do ¢ na forma de um po branco,

cuja formula molecular ¢ 3C4H11PO».Al
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Quadro 2- Propriedades fisico-quimicas do dietilfosfinato de aluminio

Nome Dietilfosfinato de aluminio
Formula quimica 3C4H11PO2-Al

Massa molecular/ g.mol -1 390,27

Pressao de Vapor / Pa (a 25°C) <10-8

Ponto de Fusao / °C >300°C

Solubilidade em Agua / mg/L <2.5%x103 a 25°C
Coeficiente de Particdo Octanol/Agua (Kow) 0,44

Fonte: Adaptado de (U.S.EPA, 2014)

As propriedades fisico quimicas sao capazes de demonstrar o estado fisico em que uma
substincia serd encontrada no meio ambiente, sua polaridade, vias de exposi¢cao mais provaveis
bem como a capacidade de se acumular na biota. A andlise dessas propriedades do ALPI ¢
capaz de mostrar que ele € um sélido a temperatura ambiente, hidrofilico, apesar de ter baixa
solubilidade em agua, com tendéncia a se distribuir pela dgua e ar, que sdo observados a partir
de seu valor de Kow (coeficiente de parti¢ao octanol/ d4gua) <1, ponto de fusdo >25 °C e pressao
de vapor < 10 (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

O ALPI pode ser aplicado para poliamidas, poliésteres e resinas termofixas.
Comercialmente é conhecido como Exolit OP930, Exolit OP935, Exolit OP945 Exolit OP 1230
e Exolit OP 1240 (CLARIANT; TOXSERVICES, 2016).

O ALPI ¢ um composto emergente e, consequentemente, ha poucas informacdes

cientificas sobre sua toxicidade para o meio ambiente e seres humanos.

1.5 Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxidade in vitro sdo importantes para identificar a capacidade de um
composto causar morte celular, o mecanismo pelo qual esse efeito acontece, além de indicar a
faixa de concentragdo do composto a ser usada nos proximos ensaios in vitro. Os alvos mais
frequentemente estudados nesses testes sdo baseados na alteragdo da permeabilidade celular,
diminuicdo da fung¢do mitocondrial e alteragdes na morfologia e replicacdo celular
(EISENBRAND et al., 2002).

Dentre os ensaios que analisam a viabilidade celular existem o Water Soluble
Tetrazolium Salt -1 (WST-1), que analisa efeitos na atividade das desidrogenases
mitocondriais, € o ensaio de determinacao da desidrogenase latica (LDH), que analisa dano a
membrana celular. O WST-1 se baseia na reducdo do ion (4-[3-(4-iodofenil)-2-(4-nitrofenil)-
2H-5-tetrazolio]-1,3-benzeno  dissulfonato) pela enzima desidrogenase dependente de
NAD(P)H nas mitocondrias das células metabolicamente ativas para gerar Formazan, o qual

apresenta uma coloragdo amarela e pode ser analisado por espectrofotometria, como mostrado
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na figura 4. Essa conversao ocorre somente nas células que nao possuem altera¢ao nas enzimas

mitocondriais oxidativas, ou seja, nas células viaveis (ISHIYAMA et al., 1997).

Figura 4- Conversdo do WST-1 em formazan através das desidrogenases mitocondriais
dependentes de NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo), alterando a coloracao do
cromoforo que pode ser medido através da técnica de espectrofotometria. WST-1: (4-[3-(4-
iodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazdlio]-1,3-benzeno dissulfonato).

2 Redugdo
6 pelas células
3 viaveis
T 5
|
WST-1 tetrazélio (Amarelo claro) WST-1 tetrazélio (Amarelo escuro)

Fonte: JOOA et al., 2019

O ensaio de LDH mede a integridade da membrana celular através da atividade da
lactato desidrogenase, encontrada no citoplasma de todas as células. Existem 5 isoformas dessa
enzima e todas possuem uma fun¢do em comum: catalisar a conversdo do lactato em piruvato,
acompanhada da reducdo NAD" em NADH. Esse ensaio avalia a lise celular através do
extravasamento da lactato desidrogenase do ambiente citoplasmatico por meio do uso do
substrato cloreto de 2-p-iodofenil-3-p nitrofenil tetrazolio (INT), um sal tetrazolico amarelo
que nao entra na cé¢lula e sofre reducao pelo NADH, participante da reacdo de formacao do
piruvato, conforme mostrado na figura 5. O sal formazan de coloracao vermelha gerado ¢
medido por espectrofotometria. Ou seja, a quantidade do INT reduzido ¢ diretamente
proporcional a quantidade de LDH na cultura, a qual esta relacionada com células mortas por

dano a membrana plasmatica (KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018).
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Figura 5- Conversao do lactato em piruvato através da lactato desidrogenase dependente de
NADH e do sal tetrazdlico INT em sal de formazan. LDH: lactato desidrogenase. INT: cloreto
de 2-p-iodofenil-3-p nitrofenil tetrazolio. Catalisador: Diaforase.
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Fonte: Elaborada pelo autor

1.6 Genotoxicidade e mutagenicidade

Genotoxicidade se refere a capacidade de determinados agentes quimicos, fisicos ou
biologicos causarem dano ao DNA. Quando esses danos ocorrem no DNA e sdo perpetuados
para c¢lulas filhas durante a replicacdo, o composto ¢ chamado de mutagénico. As mutacdes
podem ocorrer em dois diferentes niveis: mutacao génica (ou mutacdo de ponto) e mutagdao

cromossomica (GUTZKOW, 2015).

1.6.1 Mutacgdes génicas

As mutagdes génicas afetam um unico par de bases ou um pequeno nimero de pares de
bases adjacentes e incluem substitui¢des, dele¢des e adigdes de bases. As substituigdes podem
levar a formacao de um aminoacido diferente e por sua vez a outra proteina. A adigdo e delecao
de pares de bases podem alterar o quadro de leitura, em razdo da sequéncia do mRNA ser lida
em codons (grupo de 3 pares de bases) interferindo na sequéncia nucleotidica e na proteina final
(OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

Para avaliar mutacdes pontuais induzidas por agentes quimicos, o ensaio
Salmonella/microssoma desenvolvido pelo Dr. Bruce Ames e colaboradores em 1975, ¢ um dos
mais empregados. Faz parte da bateria de ensaios recomendados pelo Food and Drug
Administration (FDA) para determinar a mutagenicidade de novas drogas e substancias
quimicas, uma vez que ha um alto valor preditivo para carcinogenicidade em roedores quando

uma resposta mutagénica € obtida (FDA, 2012, MORTELMANS; ZEIGER, 2000).
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Esse teste utiliza cepas de Salmonella enterica sorovar Typhimurium (S. typhimurium),
derivadas da parental LT2, com mutagdes em /oci especifico responsavel pela biossintese do
aminoacido histidina, impedindo sua produgdo, e por isso, so proliferam em meio de cultura
acrescido desse aminoacido. Quando essa cepa mutante entra em contato com um agente
mutagénico, o gendtipo Ais” pode ser revertido para his*, levando ao crescimento de colonias
em meio pobre em histidina de composi¢ao definida (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Algumas substancias quimicas sao inativas biologicamente, mas possuem metabolitos
intermediarios ativos que sdao, em grande numero, formados pela metabolizagdo em humanos
através do complexo citocromico P450. Devido a auséncia desse sistema em bactérias e a fim
de mimetizar a resposta toxicologica em mamiferos, ¢ utilizada a fragdo microssomal S9, que
¢ um homogenato de figado de ratos Sprague-Dawley, ou outras espécies de roedores, pré-
tratados com bifenil policrolinato (Aroclor 1254) (CLAXTON et al., 1987).

A Organizacao para Cooperagdo ¢ Desenvolvimento Econdmico (OECD), 6rgao nao
governamental responsavel pelas diretrizes de desenvolvimento, recomenda a utilizagdo de pelo
menos 5 cepas de bactérias para a analise mutagénica de compostos quimicos, dentre elas as
cepas TA97, TA98, TA100, 102 e TA104 (OECD, 1997).

A cepa TA97 de S.typhimurium possui mutacdo no locus hisGD6610, que quando
modificada leva a delecdo de um par de bases, reestabelecendo o quadro de leitura. A TA98
possui mutagdo no locus hisD3052 que também, quando alterada, reestabelece o quadro de
leitura e a TA100 possui mutacao em hisG46, que detecta mutagcdo de ponto do tipo substituicao
de pares de bases. Ambas, TA98 e TA100 sdo utilizadas para estudar o metabolismo de
nitrocarcindgenos, ja que sao deficientes em nitroredutases. A TA102 ¢ TA104 possuem
mutacao no locus his G428 que € capaz de detectar agentes mutagénicos oxidativos, pois
diferente das outras cepas, o par de bases A:T (adenina:timina) que sofre substitui¢do e ndo o
C:G (guanina:citosina) (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Para aumentar a sensibilidade do ensaio, todas as cepas utilizadas possuem dele¢do no
gene rfa, importante na sintese de lipopolissacarideos da membrana celular de bactérias gram
negativas, tornando-as mais permeaveis a grandes moléculas. O plasmideo pKM101 presente
em algumas cepas de S. #yphimurium aumenta a frequéncia de mutagénese espontanea
provavelmente pela via de reparo do DNA propensa a erro. O plasmideo pAQ1 amplifica o
numero de sitios especificos para mutagénese e a mutacao do gene uvrB, responsavel pelo
reparo a luz ultravioleta, evita que a célula repare o dano induzido pelo agente teste
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

O quadro 3 sumariza as caracteristicas genotipicas e fenotipicas das 5 cepas

recomendadas pela OECD para serem utilizadas no ensaio Salmonella/microssoma.
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Quadro 3- Caracteristicas genotipicas e fenotipicas de determinadas cepas utilizadas no ensaio
Salmonella/microssoma.

Cepas Mutacao em His Plasmideos m?;:;;?)is Tipo de mutacio detectavel
TA97 hisD6610 pKM 101 rfa, (uvrB Deslocamento do Adicao de
chl bio) quadro de leitura | um par G:C
TA98 hisD3052 pKM 101 e (e Deslocamento do dAe?é‘éii (:11;
chl bio) quadro de leitura um par G:C
rfa, (uvrB SRR .
TA100 hisG46 pKM 101 Substituicdo de G.C.para
chl bio) pares de bases A:T
. pKM 101, Substituicao de A:T para
TA102 hisG428 pAQI1 fa pares de bases G:C
TA104 hisG428 rfa, (uvrB Substituicao de A:T para
- chl bio) pares de bases G:C

Fonte: Adaptado de MORTELMANS; ZEIGER, 2000.

1.6.2 Mutacdes cromossomicas

As mutagdes cromossdmicas sdo aquelas que alteram o niumero de cromossomos ou
suas estruturas. As alteracdes no numero sdo classificadas em euploidia aberrante quando se
estendem a todo o conjunto do cromossomo, e aneuploidia quando ocorre apenas em parte do
conjunto cromossomico (GRIFFITHS et al., 2016).

As aneuploidias sdao causadas durante a divisdo celular por uma falha no fuso mitético,
que tem a funcao de separar os cromossomos igualmente pelas células filhas, ou por dano ao
cromossomo que afete a sua ligacdo a ele. As alteracdes estruturais incluem delecao,
duplicagdo, inversdao ou translocacdo de um segmento cromossdmico; quando esses danos
dependem da quebra cromossomica, chama- se o evento de clastogénico (GRIFFITHS et
al.,2016; ZEIGER, 2010).

A avaliacdo in vitro de mutagdes cromossOmicas pode ser feita pelo ensaio de
micronucleo com bloqueio de citocinese (MNBC), que ¢ um teste de genotoxicidade para a
deteccao de micronucleos no citoplasma de células interfasicas. O ensaio detecta a atividade de
substancias clastogénicas e aneugénicas em células submetidas a divisdao celular durante ou
apos a exposicao a substancia-teste (FENECH; CROTT, 2002; OECD, 2016).

Nesse ensaio ¢ aplicado a citocalasina B que interrompe o processo de citocinese para a
observagao dos micronucleos, que podem se originar de fragmentos cromossomicos acéntricos
(ou seja, sem um centrOmero) ou Cromossomos inteiros que nao conseguem migrar para os

polos durante o estagio de anafase da divisao celular, como mostrado na figura 6. O tamanho
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dos micronticleos varia de 1/16 a 1/3 do didmetro nuclear e possuem estrutura idéntica ao nticleo

e com membrana propria (FENECH, 2007).

Figura 6- Formacdo de microntcleos no ensaio de Ensaio de Micronucleo com
bloqueio de citocinese (MNBC).
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Fonte: Adaptado de (FENECH, 2007).

1.7 Métodos alternativos em analises toxicoldgicas

A analise toxicologica busca conhecer as condi¢des de uso seguro de uma amostra para
saude humana ¢ ambiental. Para obten¢ao dessas informagdes ¢ necessario fazer a analise de
risco, que € composta por 4 etapas (identificagdo do perigo, avaliacdo da exposigao,
caracterizacdo do perigo e caracterizagao do risco), em que sdo realizados ensaios (toxicidade
aguda, subaguda, cronica, carcinogenicidade, entre outros.), principalmente usando animais,
para tornar conhecida a seguranca, eficacia e capacidade da substancia em estudo de causar
efeitos adversos (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

No entanto, a utilizagdo disseminada de animais em experimentagao ja levantava criticas
desde muito tempo atras, sendo em 1876 publicada, na Gra-Bretanha, a legislacdo para
regulamentar o emprego de animais em ensaios cientificos. Apesar disso, foi apenas em 1954,
com a publica¢do do estudo de Russel e Burch sobre o programa denominado 3Rs (Reduction,
refinement, replacement), que no portugués esta traduzido como reducdo, refinamento e
substituicdo, que essa discussdo tornou-se ampla (RUSSELL; BURCH, 1959).

O programa 3R tem como metas a (1) reducao do numero de animais por experimento,
(2) refinamento dos ensaios através da diminui¢do de procedimentos desumanos que lhes
causem sofrimento e (3) substitui¢ao dos animais por materiais nao sencientes e que atinja os
mesmo objetivos, que sao os chamados métodos alternativos (RUSSELL; BURCH, 1959).

A ideia de métodos alternativos levou a formacao em 1969, no Reino Unido, do fundo
de substituicao de animais em experimentos médicos - o FRAME (do inglés The Fund f the

Replacement of animals in Medical Experiments) - que no ano seguinte a sua criagao divulgou
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metodologias para a substitui¢do do uso de animais, as quais incluiam estudos in vitro, in silico
e com modelos inferiores (RUSSELL; BURCH, 1959).

A Lei 11.794 (Lei Arouca) de outubro de 2008 dispoe, entre outras coisas, da criagdo do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) que tem como uma de
suas fungdes o monitoramento e avaliagdo de metodologias alternativas utilizadas como
substitutas ao uso de animais na pesquisa cientifica e ensino. Essa lei ¢ regulamentada pelo
Decreto 6899/2009 (BRASIL, 2008).

No Brasil esses métodos sdao definidos por meio do Decreto 6899/2009 como aqueles
que ndao empregam o uso animais, ou os utiliza em namero reduzido com
eliminagao/diminui¢do do desconforto, como também aqueles que utilizam espécies de ordens
inferiores e sistemas organicos ex vivos. O decreto prevé ainda que esses ensaios precisam ser
validados e aceitos internacionalmente de forma a garantir resultados semelhantes as
metodologias substituidas e com reprodutibilidade (BRASIL, 2009).

A portaria 491 de 3 de julho de 2012 institui a rede nacional de métodos alternativos
(Renama) que tem como objetivos (1) estimular o uso de métodos alternativos em vez do uso
de animais, por meio de treinamento e auxilio nessas metodologias; (2) fazer uso de
comparagoes interlaboratoriais para fiscalizar os laboratorios associados; (3) desenvolver
padrdes de referéncia quimicos ou biologicos, quando cabivel, para promover a qualidade dos
ensaios; (4) desenvolver esforcos para por em pratica o sistema de qualidade laboratorial e as
boas praticas de laboratorio (BPL); e (5) proporcionar meios para o desenvolvimento, a
validacao e a certificagdo de novas metodologias alternativas (BRASIL, 2012).

Dentre as metodologias alternativas, os estudos in vitro sio métodos que fornecem base
para o entendimento da agdo de substancias toxicas no organismo. Os ensaios in vitro sao
potencialmente importantes para o estudo do mecanismo de agdo de agentes toxicos e também
podem ser aplicados para o estudo de metabolismo (EISENBRAND et al., 2002). Apresentam
outras vantagens como menor custo e tempo para se obter os resultados, além de grande nimero

de testes disponiveis (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

1.7.1 Ensaios in vitro e linhagem celular HepG2

Os ensaios in vitro podem ser realizados em sistemas subcelulares (ex. macromoléculas
e organelas celulares), celulares e tecidos inteiros (EISENBRAND ef al., 2002). Os ensaios
celulares englobam as células primarias, linhagens celulares e cepas celulares (EKWALL et al.,
1990).

As culturas de células primarias sdo aquelas oriundas da migragdo de células de um
fragmento de tecido aderido a um determinado substrato, ou através da desagregacao

enzimatica ou mecanica deste tecido para originar uma suspensdo de células (FRESHNEY,
30



2010). Essas células apresentam as caracteristicas do tecido original, porém exibem, por
desvantagens, baixa homogeneidade e perda rapida de especializagao quando em cultura. Apds
a primeira subcultura, essas células deixam de ser primarias e se tornam linhagem celular
(EKWALL et al., 1990).

A linhagem celular pode ser classificada em finita ou continua. A finita contém células
geralmente diploides com vida util entre 40-50 divisdes. A continua pode ser proveniente de
células primdrias ou linhagens celulares diploides apds sofrerem transformacdes de origem
espontanea ou induzida (quando por virus ou agentes quimicos e fisicos) (EKWALL et al.,
1990). Essas transformagdes podem gerar caracteristicas como a imortalizagdo, crescimento
aberrante e malignidade (FRESHNEY, 2010). As linhagens celulares apresentam facilidade de
cultivo e de resultados reprodutiveis. Como desvantagem, tem a perda de similaridade com o
tecido de origem, no caso das linhagens continuas (EKWALL et al., 1990).

A cepa celular € obtida a partir da sele¢do de células com determinadas caracteristicas,
procedentes de cultura primaria ou linhagem celular, as quais precisam ser mantidas durante o
cultivo subsequente. Esse tipo celular apresenta populacao mais homogénea, porém ¢ limitada
as mesmas desvantagens da linhagem celular de origem (EKWALL et al., 1990).

O figado ¢ um 6rgado de grande importancia para o metabolismo de substancias e por
isso modelos celulares de hepatdcitos sdo escolhidos para estudos de toxicidade. Dentre os
modelos celulares usados t€ém-se as culturas primarias e linhagens celulares imortalizadas
(SOLDATOW et al., 2012). O uso desse ultimo modelo apresenta vantagens em relagdo aos
hepatdcitos primarios, uma vez que possui facil manuseio, vida longa, reprodutibilidade
experimental e pode reter a expressdo de fungdes especificas do figado (GOMEZ LECHON;
TOLOSA; DONATO, 2014). Exemplos de linhagens celulares imortalizadas de hepatocitos sao
HBG, Hep3B, Fa2N-4PLc / PRFs Huh7, HepaRG e HepG2 (SOLDATOW; LECLUYSE;
GRIFFITH; RUSYN, 2012).

As células HepG2, mostradas na figura 7 sdo oriundas da bidpsia de hepatocarcinoma
humano de um homem caucasiano de 15 anos de idade. Esse modelo celular ¢ altamente
proliferativo e possui crescimento aderente (ATCC- American Type Culture Collection, 2021).
Além disso, apresenta muitas fungdes parenquimais conservadas com a expressao de varias

proteinas plasmaticas hepaticas (KIRBY; VOUROS; KARGER, 1980).
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Figura 7- Célula HepG2 mostrada em baixa densidade (a) e alta densidade(b)

ATCC Number HB-8065
Designation:  Hep G2

Low Density I High Density
(a) (b)
Fonte: (ATCC, 2021)

Um estudo realizado em 2003 avaliando o uso do modelo celular HepG2 para estudos
de genotoxicidade mostrou que essas células sao ferramentas para estudos de danos ao DNA e
efeitos clastogénicos ou aneugénicos causados por agentes genotoxicos de maneira direta e
indireta (VALENTIN-SEVERIN; HEGARAT; LHUGUENOT; BON et al., 2003). Diamond e
colaboradores (1980) também mostraram a capacidade dessas células metabolizarem
xenobioticos e auxiliarem na deteccao de agentes com potencial carcinogénico (BAIRD, 1980;
DIAMOND et al., 1980).

Corroborando com esses achados, outras pesquisas para avaliacdo de citotoxicidade e
mecanismo toxico de substancias, com ensaios como viabilidade celular, integridade de
membrana, formagdo de espécies radicalares de oxigé€nio, apoptose e alteragdes no DNA
(através do ensaio de micronucleo e cometa) tem sido desenvolvidas nesse modelo celular

(GOMEZ LECHON; TOLOSA; DONATO, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Os retardantes de chama tém grande importancia na prevengdo de incéndios e por isso
sao muito utilizados mundialmente, sendo o consumo anual superior a 2,39 milhdes de
toneladas em 2019 (IHS Markit, 2020 apud flameretardants online, 2020). Tendo em vista a
toxicidade dos retardantes bromados, bastante utilizados atualmente, esfor¢os tém sido
concentrados na substituicdo desses compostos por retardantes livres de halogénios. Nesse
sentido, a classe dos compostos organofosforados livre de halogénio tem sido uma possivel
alternativa ao uso de retardantes halogenados.

Apesar dos HFFRs estarem sendo usados como substitutos, estudos in vitro e em
modelos animais apontam para capacidade neurotoxica, hepatotoxica, cardiotoxica e de atuagao
como interferente enddcrino para alguns desses retardantes de chama (BAO et al., 2017,
KOJIMA et al., 2013; HENDRIKS; WESTERINK, 2015; ALZUALDE et al., 2018),.

O descarte de materiais contendo retardantes de chama pode tornar possivel a liberacao
desses produtos para o ar através da volatilizacao, para a 4gua, uma vez que o tratamento do
lixiviado ndo € capaz de retira- los, € também para a cadeia alimentar por seres vivos que se
alimentam em aterros (LUCAS et al., 2018).

Estudos mostram que os HFFRs tém sido detectados em poeira de ambientes internos,
como carros e casas (ALI et al., 2013; HAO et al, 2018) além de aguas superficiais, residuais
e potaveis (HAO et al., 2018; KIM; KANNAN, 2018).

Dentre os compostos organofosforados livres de halogénio que sao de interesse para a
industria, encontra-se o ALPI. Uma vez que esse € um composto emergente, ainda faltam dados
na literatura sobre seu perfil de toxicidade, inclusive a respeito do seu potencial mutagénico e
genotoxico.

Nesse sentido, tendo em vista o uso de retardantes de chama nos mais diversos
segmentos industriais, o que acaba expondo os trabalhadores assim como usuarios do produto
final, além do meio ambiente (ESTILL et al., 2020), esse trabalho buscou avaliar a toxicidade

desse composto focando nos efeitos deletérios ao DNA e citotoxicidade.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial mutagénico, citotoxico e genotoxico do retardante de chama

dietilfosfinato de aluminio (ALPI).

3.2 Objetivos especificos:

-Avaliar o potencial mutagénico desse composto utilizando o ensaio
Salmonella/microssoma;

- Avaliar a indugdo de morte celular induzida pelo ALPI considerando a interferéncia
na atividade das desidrogenases mitocondriais e alteracdo da integridade da membrana
plasmatica em células HepG2;

- Avaliar o potencial genotoxico desse composto utilizando o ensaio de micronucleo

com bloqueio de citocinese (MNBC) em células HepG2.
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4. METODOLOGIA

4.1 Dietilfosfinato de aluminio (ALPI)

O ALPI (CAS: 225789-38-8, pureza de 98,5%) foi cedido pelos professores Dra.
Danielle Palma de Oliveira e Dr. Daniel Junqueira Dorta, ambos da Universidade de Sao
Paulo.

Para o ensaio de de mutagenicidade Salmonella/microssoma utilizou-se as
concentragoes 0,2; 2; 20; 200 ug/mL e para os ensaios de viabilidade e genotoxicidade
foram utilizadas as concentragdes 0,02; 0,2; 2; 20; 200 ug/mL de ALPI preparadas em
colaboracao com a Universidade de Sao Paulo (USP) através da diluigdo em agua destilada
estéril seguida de agitagdao por 12h em um homogeneizador de tubos falcon (Kasvi- modelo

K45-8010) e filtragao com filtro de 0,22 pm.

4.2 Ensaios Salmonella enterica sorovar typhimurium

4.2.1 Preparo das solucoes
= Meio de Vogel Bonner (50 x):
Composto por 4,5 g de sulfato de magnésio (MgS04.7H>0), 44,7 g de acido citrico
(CsHg0O7), 223 g de fosfato de potassio dibasico (K:HPOs), 78,3 g de fosfato de sddio e amdnio
(NaNH4HPO4.4H>0) e 450 mL de 4gua destilada. Apds o preparo o meio foi esterilizado em

autoclave a 121°C por 20 minutos.

=  Solugao de glicose 40%:
40 g de glicose foram dissolvidos em 100 mL de agua destilada, esterilizados em

autoclave a 121°C por 20 minutos e armazenados a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

= Solugdo de agar:
15 g de Bacto Agar foram dissolvidos em 930 mL de dgua destilada. Apods o preparo o
meio foi autoclavado a 121°C por 20 minutos, distribuido em placas de Petri (20 mL por placa)

e armazenado.

= Agar de superficie:
6 g de Bacto Agar e 5 g de cloreto de sodio (NaCl) foram dissolvidos em 1 L de agua
destilada. A solucao foi submetida a esterilizacdo em autoclave a 121°C por 20 minutos e depois

armazenada sob refrigeragao.

35



= Meio minimo para cultivo:
Adicionaram-se 20 mL do meio Vogel Bonner (50 x) e 50 mL de glicose a 930 mL da

solucdo de agar em ambiente estéril.

= Meio Luria Bertani (LB):
Composto por 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de cloreto de sodio e 1
L de agua destilada. Apos o preparo o meio foi autoclavado a 121°C por 20 minutos e

armazenado a temperatura ambiente.

= Meio rico para cultivo:
Composto por 10 g de triptona, 5g de extrato de levedura, 10 g de cloreto de s6dio, 1 L
de agua e 15 g de agar. Apos o preparo o meio foi autoclavado a 121°C por 20 minutos e

adicionado a placas de Petri (20 mL por placa).

= Solu¢do de ampicilina 8 mg/mL:
0,08 g de ampicilina foram dissolvidos em 10 mL de agua destilada morna. A
esterilizacdo desta solucdo foi feita por membrana filtrante de 0,45 pm (MILLIPORE) e a

mesma foi armazenada sob refrigeragcdo em frasco escuro.

= Tampao fosfato 0,2 M pH=7,4:

Solucao A

8,52 g de fosfato de sodio dibasico (Na;HPO4) foram dissolvidos em 300 mL de agua
destilada.

Solucao B

2,39 g de fosfato de sodio monobasico monohidratado (NaHPO4.H>0O) foram
dissolvidos em 100 mL de 4gua destilada.

A solu¢do B foi adicionada a solucdo A até que o pH atingisse o valor de 7,4. Em
seguida, o tampao preparado foi autoclavado a 121°C por 20 minutos e armazenado a

temperatura ambiente.

=  Mistura S9 — 4% v/v:

Para o preparo de 100 mL de mistura S9 foram utilizados 39,5 mL de agua destilada
estéril, 50 mL de tampao fosfato 0,2 M, 4 mL de NADP, 0,5 mL de glicose-6- fosfato 1,0 M, 2
mL da solugdo de sais (KCI1 1,65 M e MgCl, 0,4 M) e 4 mL de fracao S9. Todos os ingredientes
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foram adicionados resfriados e de maneira sequencial respeitando a ordem descrita acima. Apds

3 horas a solucao excedente foi descartada.
4.2.2 Ensaio de sobrevivéncia

O ensaio de sobrevivéncia foi executado para avaliar a citotoxicidade do ALPI as cepas
de Salmonella e assim garantir que o ensaio de mutagenicidade fosse executado em uma faixa
de concentragdo nao toxica (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Resumidamente, 10 pL da suspensdo bacteriana tratada conforme descrito em
Mortelmans e Zeiger (2000) foram diluidas em microtubos contendo salina 0,9% (NaCl 9 g/L),
sendo realizada uma dilui¢do seriada com concentragdo final de 10”7. Posteriormente, 100 pL
da mistura foram colocados em uma placa de Petri com meio rico e espalhada com auxilio de
pérolas de vidro. Ao final as placas foram incubadas por 37°C durante 24h, e entdo as unidades
formadoras de colonias foram contadas. As concentragdes citotoxicas foram aquelas em que a
sobrevivéncia foi menor que 70% em relagdo ao controle negativo (dgua estéril) e que
apresentaram diferencas estatisticas significativas. O experimento foi realizado em duplicata

(MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

4.2.3 Ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma

Nesse trabalho foi utilizado o protocolo da pré-incubagao conforme recomendagdes da
OECD n°471 (OECD, 1997).

Resumidamente, 100 pL de cultura (1 x 10° células) de cada cepa de S. typhimurium
(TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104), 100 uL de diferentes concentragcdes do ALPI (0,2; 2;
20; 200 pg/mL) e 500 pL. de tampao fosfato 0,2 M (pH 7,4) ou o mesmo volume da mistura S9
(metabolizagdo exdgena) foram misturadas e incubadas a 37°C por 20 minutos com agitacao
(150 rpm). Entdo, 2,0 mL de agar de superficie foram adicionados em cada tubo e a mistura foi
homogeneizada e vertida em placa de Petri contendo 2 mL de meio minimo para cultivo. As
placas foram incubadas por 72 horas em temperatura de 37°C (+0,5) e as colonias revertentes
His™ foram contadas. O teste foi realizado em triplicata. Controle negativo (agua estéril) e
positivos (TA97: 4-Nitroquinolina-N-Oxido 10 pg/mL; TA98 e TA100: 4-Nitroquinolina-N-
Oxido 5 pg/mL; TA102: mitomicina 5 pg/mL; TA104: metilmetano sulfonato 2,5 mg/mL para
os ensaios na auséncia de S9 e para os ensaios na presenca de S9 foi utilizado o 2-
aminoantraceno 20 pg/mL para todas as cepas de Salmonella) foram utilizados
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

A resposta mutagénica foi considerada positiva quando apresentou valor

estatisticamente significativo em relacao ao controle negativo (p <0,05) para a analise estatica
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ANOVA e Dunnett’s, além de indice de mutagenicidade (IM = revertentes
induzidos/revertentes espontaneos) maior ou igual a 2 (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).
Importante salientar que os gendtipos das cepas de S. typhimurium foram confirmados
antes dos ensaios através dos testes de auxotrofia para histidina (4is), mutacdo rfa, mutagao
uvrB e presenca dos plasmideos pKM101 e pAQ1 (MARON; AMES, 1983; OECD, 1997).
Todas as cepas bacterianas usadas neste trabalho sdo provenientes do Laboratério de
Mutagénese Ambiental, coordenado pelo professor Dr. Israel Felzenszwalb, da Universidade

do Estado do Rio de Janeiro, onde foram executados os ensaios.

4.3 Ensaios de viabilidade celular
43.1 Cultivo e manutencao das células HepG2

a) Preparo do Meio de Cultura
A quantidade de 9,61 g de Dulbecco's Modified Eagle's Médium (DMEM) foi dissolvida
em 800 mL de agua destilada sob agitacdo constante em béquer. Em seguida, 3,7 g de
bicarbonato de s6dio (NaHCO3) e 10 mL de penincilina (10.000 unidades) e estreptomicina (10
mg/mL ) foram adicionados a solugd@o e o volume final avolumado para 1 L com 4gua destilada.
Corrigiu-se o pH para 7,2 com hidroxido de sédio ou acido cloridrico, ambos 0,1 M, e
esterilizou-se a solugdo por filtragdo em membrana 0,22 um. O meio foi armazenado em frasco

esterilizado na geladeira.

b) Meio de Cultivo suplementado
O meio de cultivo foi preparado a partir da solugcdo de meio de cultura descrita no item

anterior com a adi¢do de 10% de soro fetal bovino (SFB).

c¢) Tampao fosfato- salino (PBS)

Em béquer de 1 L foram dissolvidos 0,2 g de cloreto de potassio (KCl), 0,2 g de fosfato
monobasico de potassio (KH2POs), 8,0 g de cloreto de sodio (NaCl) e 11,15 g de fosfato
dibasico de sodio anidro (Na;HPO4) em 4gua destilada q.s.p. 1000 mL sob agita¢do constante,
até a completa solubilizagcdo. O pH foi corrigido para 7,4 com hidréxido de sédio ou acido
cloridrico a usualmente 0,1 M. A esterilizacdao foi realizada por autoclave a 120°C por 30
minutos. Apos o preparo dessa solu¢do, diluiu-se 100 mL em 900 mL de agua destilada estéril

para se obter o PBS 1x que foi utilizado durante os experimentos com célula HepG2.

4.3.1.1 Descongelamento de células HepG2
As células HepG2, armazenadas em tubos criogénicos estéreis, foram retiradas do

nitrogénio liquido e apods o tempo de espera de descongelamento, todo o contetido do tubo
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criogénico foi transferido para um tubo de fundo conico com 9 mL de meio de cultivo. Em
seguida, as células homogeneizadas foram centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido com 1 mL de meio de cultivo. As células
foram transferidas para um frasco de cultura de 75 cm? contendo 14 mL de meio de cultivo. Ao
final desse processo, o frasco de cultura contendo as células foi armazenado em estufa a 37°C

com 5% de COqa.

4.3.1.2  Repique e manutencao das células HepG2

Todo o meio de cultivo presente no frasco de cultivo celular foi descartado e as células
lavadas com PBS (10 mL para o frasco de cultura de 75 cm? € 15 mL para os de 150 cm?). Em
seguida, adicionou-se tripsina (frascos de cultura de 75 cm? colocavam-se 5 mL € nos de 150
cm? 10 mL de tripsina), que ficou em contato com as células na estufa a 37°C por 5 minutos.
Findado esse tempo, toda solucdo foi transferida para um tubo de fundo cdnico estéril e
centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido
com 1,0 mL de meio para cultura. Em seguida, 0,5 mL da suspensao de células foram colocados
em dois frascos de cultura de 75 cm? contendo 14,5 mL de meio completo em cada um. Os

frascos foram colocados na estufa a 37°C com 5 % de CO:a.

4.3.1.3  Congelamento das células HepG2

O congelamento foi realizado da mesma maneira que o repique, exceto na
solubilizacao do pellet, onde foi usada solugdo de 95% de meio proprio (DMEM com 10% de
SFB) e 5% de dimetilsulféxido (DMSO), com volume calculado de forma que a suspensao de
células a ser congelada estivesse na concentra¢do de 10° a 107 células por mL. O conteudo total
de células solubilizado foi dividido em tubos criogénicos, cada um contendo 1 mL, e
armazenados por 15 min em geladeira. Findado esse tempo, ficaram 2 horas no vapor de

nitrogénio e depois foram armazenados em nitrogénio liquido.

4.3.2 Contagem das células para ensaio

Apos a tripsinizacdo e centrifugacao, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de meio de
cultura. Em seguida, 10 pL da suspensao de células foram misturados a 90 puL de corante Trypan

Blue (dilui¢ao 1:10) e as c€lulas foram contadas em camara de Neubauer.

4.3.3 Ensaio WST-1

Essa andlise foi feita de acordo com as recomendagdes do kit. Resumidamente, 2x10*

células foram plaqueadas em cada pogo de uma placa de 96 pocos e apods os intervalos de
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exposicao (24, 48 e 72 horas) a diferentes concentragdes do ALPI, foram adicionados 10 uL da
solucao de WST-1 as células e estas foram mantidas a 37°C e 5% CO; por 3 horas.

A quantificagdo das variagdes colorimétricas foi realizada em leitor de microplaca (p-
Quant, Bio-tek Instruments INC) utilizando-se o comprimento de onda de 450 nm. A
porcentagem das células viaveis foi determinada pela razao da absorbancia obtida das culturas
tratadas em relacdo as ndo tratadas, assumindo o controle negativo (dgua estéril) como 100%

de viabilidade.

4.3.4 Ensaio LDH

Essa analise foi realizada de acordo com as recomendacdes do kit. Resumidamente,
2x10%* células foram plaqueadas em cada poco de uma placa de 96 pogos e apds os intervalos
de exposicado (24, 48 e 72 horas) a diferentes concentracdes do ALPI, 100 uL. do sobrenadante
de cada triplicata foram transferidos para uma nova placa de 96 pogos e entdo foram
adicionados 100 pL da solu¢do constituida por 2,5 pL do catalisador (Diaphorase/NAD+) e
112,5 pL da solucdo de corante (INT — iodotetrazolium chloride e lactato de s6dio) em cada
poco, e estas placas foram mantidas durante 15 min embrulhadas em papel aluminio em
temperatura ambiente. Ao fim desse periodo, a absorbancia foi lida no leitor de microplaca a
492 nm. O percentual de células mortas foi verificado pela razdo da absorbancia obtida das
culturas tratadas em relagdo as nao tratadas, admitindo o controle negativo (dgua estéril) como

100% de viabilidade.

4.4 Ensaio de micronticleo com bloqueio de citocinese (MNBC)

O ensaio foi executado de acordo com as recomendagdes da OECD 487 (2016) com
algumas adaptacdes de Fenech (2000). Resumidamente, 3x10* células HepG2 foram semeadas
em cada poco de uma placa de 96 pogos e incubadas na presenga e na auséncia de diferentes
concentracoes do ALPI . Apos 3h de tratamento em estufa a 37°C com 5% de COz, foi
adicionada citocalasina B (3 pg/mL) por 24h. Posteriormente as c€lulas foram fixadas (metanol
[3]: acido acético [1]) e coradas com uma solugdo de 1:5 Giemsa: agua destilada. Em seguida,
as células foram analisadas no microscopio ocular usando a objetiva de 40X. Foram analisadas
1000 células por pogo (3000 células por concentragao) (FENECH, 2000; FENECH; CROTT,
2002; OECD, 2014).

O célculo para andlise de microntcleos leva em consideracao um total de 1000 células

binucleadas, como mostrado na equagao 1.
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Equagdo 1- Calculo da frequéncia de micronticleo em células binucleadas

Frequéncia de micronucleo = (N.” de micronucelos em 1000 células binucleadas)
(1000 células binucleadas)

Adaptado de (FENECH, 2007)

Além da analise de micronucleo, foi realizada a analise de avaliacao de citotoxicidade
baseada no indice de proliferacao de bloqueio da citocinese (IPBC) e indice de replicagdo (IR)
utilizando a contagem de 500 células (FENECH; CROTT, 2002; OECD, 2014). As equacdes

estao descritas abaixo (equacao 2 e 3).

Equagao 2- Calculo do indice de proliferagao de bloqueio da citocinese

IPBC = (N.° de células mononucleadas) + (2x N.° de células binucleadas) + (3x N. ° de células polinucleadas)
(N.° total de células)

Adaptado de (FENECH, 2007)
Equagdo 3. Calculo do indice de replicagao

IR = ((N.° de células binucleadas) + 2x (N.° de células multinucleadas)) + (N.° Total de células)

Tratadas

((N.° de células binucleadas) + 2x (N.° de células multinucleadas)) +~ (N.° Total de células)

Controle

Adaptado de (FENECH, 2007)

No célculo de IPBC o valor serd 1 se todas as células viaveis contadas forem
mononucleadas, o que indica auséncia de divisao durante o periodo de bloqueio de citocinese.
Por outro lado, o valor 2 indica que todas as células completaram uma divisdo, >2 que um
determinado niimero sofreu mais que uma divisao (FENECH, 2007; FELLOWS et al., 2008).

No calculo de IR o valor obtido estd relacionado com o numero relativo de ciclos
celulares por célula durante o periodo de exposi¢do, logo quanto maior esse valor, menor o

potencial citostatico do composto em analise (FENECH, 2007).

4.5 Analise estatistica

Os resultados gerados foram comparados com os valores do controle negativo usando
one way ANOVA com o Dunnett’s. As diferencas foram consideradas significativas quando p

<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaios com Salmonella enterica sorovar typhimurium

Foram realizados os ensaios de sobrevivéncia e de mutagenicidade utilizando as cepas

TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104 de Salmonella enterica sorovar typhimurium.

5.1.1 Ensaio de sobrevivéncia

Os resultados mostrados na figura 8 indicam que o dietilfosfinato de aluminio ndo
reduziu significativamente o percentual de sobrevivéncia das cinco cepas utilizadas nesse
estudo quando comparado ao controle negativo (dgua estéril), o que garantiu que o ensaio de

mutagenicidade pudesse ser feito usando essas mesmas concentracdes em uma faixa nao toxica.
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Figura 8- Percentual de sobrevivéncia celular para as cepas TA97, TA9S, TA100, TA102 e
TA104 de Salmonella enterica sorovar typhimurium apos 24h de exposi¢do a diferentes
concentragoes de dietilfosfinato de aluminio (ALPI) CN:Agua estéril. *p<0.05 por One-way

ANOVA e Dunnett’s.
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5.1.2 Ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma

Os resultados do ensaio Salmonella/microssoma estdo expressos como indice de
mutagenicidade (IM). A figura 9 apresenta os graficos do ensaio de mutagenicidade na auséncia
e presenga de metabolizagdao exdgena (S9).

Esse ensaio mostrou que o ALPI assim como seus produtos de biotransformagao nao
induziram mutagenicidade nas concentracoes testadas nas cepas TA97 e TA98 pela adigao ou
delecao do par de bases C:G e nem as cepas TA98, TA100, TA102 e TA104 pela substituicao
de G:C para A:T ou A:T para G:C. Todas as cepas tiveram IM menor que 2 ¢ nenhuma

apresentou diferenca estatistica em relacao ao controle.
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Figura 9- Numero de revertentes das cepas TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104 apds
exposi¢ao ao dietilfosfinato de aluminio na auséncia e presenca de metabolizacdo exdgena.
Numeros acima das barras correspondem ao indice de Mutagenicidade (IM). CN(controle
negativo): Agua estéril; CP (controle positivo) para ensaio sem S9: 4-Nitroquinolina-N-Oxido
10 pg/mL (TA97), 4-Nitroquinolina-N-Oxido 5 pg/mL (TA98 ¢ TA100), Mitomicina 5 pg/mL
(TA102) e metilmetano sulfonato 2,5mg/mL (TA104), respectivamente. CP (controle positivo)
para ensaio com S9: 2- aminoantraceno 20 pg/mL *p<0.05 por One-way ANOVA e Dunnett’s.
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5.2 Ensaio WST-1

O ensaio do WST-1 foi utilizado para avaliar a viabilidade das células HepG2 apos
exposicao ao ALPI, tendo como endpoint a interferéncia na atividade das desidrogenases
mitocondriais.

O ALPI nao apresentou reducdo estatisticamente significativa do percentual de
viabilidade celular no modelo em estudo em nenhuma das concentragdes testadas nos trés

periodos de incubacao (24, 48 e 72 h) em comparagdo ao CN (figura 10).

5.3 Ensaio LDH

Além do ensaio de WST-1, pesquisou-se efeito citotoxico do ALPI através do ensaio de
LDH, que mede morte celular por meio de alteracdo na integridade da membrana plasmatica
(figura 10).

O ALPI nao exibiu aumento estatistico significativo do percentual de morte celular por
alteracdo da membrana plasmatica em nenhuma das concentragdes testadas nos trés periodos

de incubagao quando comparado ao CN.
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% citotoxicidade

Figura 10- Percentual de morte celular baseado na interferéncia na atividade de desidrogenases
mitocondriais (quadrado preto, WST-1) e na ruptura da integridade da membrana plasmatica
(circulo cinza, LDH) das células HepG2 apds 24h, 48h e 72h de exposicao a diferentes
concentragdes de dietilfosfinato de aluminio. CN: Agua estéril. CP: Triton X-100 5% .*p<0.05
por One-way ANOVA e Dunnett’s.
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Os dados obtidos nos dois ensaios de citotoxicidade (WST-1 e LDH) mostram que o
composto ndo ¢ capaz de induzir morte celular nem por alteracio da atividade das
desidrogenases mitocondrias € nem por alteracdo da membrana celular, indicando que o ensaio
de microntcleo com bloqueio de citocinese (MNBC), que ¢ um teste de genotoxicidade, pode

ser realizado em uma faixa nao toéxica nessas mesmas concentragoes.

5.4 Ensaio de micronticleo com bloqueio de citocinese (MNBC)

O ensaio de MN foi utilizado para avaliar o potencial genotoxico do ALPI as células
HepG2 apds trés horas de exposicdo. As concentragdes usadas foram as mesmas avaliadas nos
ensaios de viabilidade. A contagem de células mononucleadas, binucleadas e polinucleadas,

(figura 11) foi utilizada para calcular o IPBC.
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Figura 11-. Imagens de células mononucleadas (A) binucleadas(B), polinucleadas- trés ou
mais nucleos (C) vistas com objetiva de 40x ap6s bloqueio por citocalasina

Fonte: Elaborada pelo autor

A tabela 1 exibe valores de IPBC acima de 1,6 para todas as concentragdes em estudo e
os controles (positivo e negativo). Esses dados sdo uteis para indicar que a maioria das células

sofreu pelo menos uma divisao na presenga do composto.

Tabela 1. Avaliacao da citotoxicidade do dietilfosfinato de aluminio (ALPI) em células HepG2

Concentragdo pg/mL IPBC IR (%) % Citostatico

Controle negativo 1,90 + 0,118 - -

0,02 1,77+ 0,08 85,49 14,51

0,2 1,80 + 0,1 88,72 11,28

2 1,68 + 0,28 75,3 24,7

20 1,73 + 0,01 80,83 19,17

200 1,79 £ 0,1 88,06 11,94
Controle positivo 1,89 + 0,05 99 1

IPBC: indice de proliferagdo de bloqueio da citocinese

A figura 12 mostra a frequéncia de micronucleos induzidos pelo ALPI em células
HepG2. E possivel observar relagio dose resposta nas trés maiores concentragdes (2, 20 e 200
pg/mL) de ALPI, sendo a concentragao de 200 pg/mL diferente estatisticamente do CN e por

1sso genotoxica em HepG2 nesse modelo experimental.
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Figura 12- Percentual de microntcelos em células HepG2 binucleadas apds exposi¢ao ao
dietilfosfinato de aluminio em diferentes concentragdes. CN (controle negativo): Agua

destilada estéril; CP (controle positivo):Benzo-a-pireno 0,1 mg/mL. *p<0.05 por One-way
ANOVA e Dunnett’s.
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A figura 13 mostra algumas imagens das células HepG2 binucleadas com micronucleos obtidas

desse trabalho.

Figura 13- Células binucleadas com micronticleos vistas pela objetiva de 40x apos bloqueio
por citocalasina.
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6. DISCUSSAO

Devido a necessidade do uso de retardantes de chama para prevencao de incéndios por
acoes fisicas ou quimicas, eles sdo aplicados em diversos materiais, desde produtos eletronicos
até téxteis, podendo estar em contato direto com os seres vivos seja durante o seu manuseio €
uso ou pelo seu descarte no meio ambiente. Por isso, ndo basta apenas proibir aqueles que se
mostraram toxicos aos seres humanos e ao meio ambiente, mas em conjunto desenvolver
substitutos de menor toxicidade. No entanto, essas novas substancias precisam ser estudadas
antes de se acharem disponiveis no mercado, o que nao vem acontecendo (WAAIJERS et al.,
2013a).

Sabendo-se da necessidade de pesquisas envolvendo esses compostos € o crescimento
do uso de metodologias alternativas com o desenvolvimento do programa 3Rs (reduzir,
reutilizar e substituir) no final da década de 50, esse trabalho utilizou ensaios in vitro para
estudo da toxicidade do ALPI (RUSSELL; BURCH, 1959). A literatura mostra que esses
ensaios podem ser aplicados para o entendimento de agdes de substincias previamente aos
organismos vivos (EISENBRAND et al., 2002), além de apresentarem menor custo e resultados
mais rapidos sem o uso de animais (ANADON et al., 2014; GOMEZ LECHON; TOLOSA;
DONATO, 2014).

No presente estudo, tendo em vista a auséncia de indugdo de citotoxicidade do ALPI as
cepas de Salmonella enterica sorovar typhimurium, como mostrado na fig.8 pode-se afirmar
que o ensaio de mutagenicidade foi realizado em uma faixa ndo toxica (viabilidade superior a
70%), nao dando margem a resultados falsos negativos.

O ensaio de Sal/monella/microssoma ¢ muito empregado para o estudo de mutacdes
pontuais de compostos utilizados em diversas areas, uma vez que respostas mutagénicas obtidas
nesse ensaio tem elevada relagdo com carcinogenicidade em roedores. Sua importancia o tornou
parte dos ensaios recomendados pelo Food and Drug Administration (FDA) (FDA, 2012,
MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Devido a essas vantagens, esse ensaio foi escolhido para
estudar indu¢do de mutagenicidade pelo ALPI.

Os dados mostrados na figura 9 com as cinco cepas de Sa/monella constatam que o
dietilfosfinato de aluminio assim como seus produtos de biotransformacao nao induzem
mutacao de ponto, nem por deslocamento do quadro de leitura do DNA nem por substituicao
de pares de bases (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Nao existem dados at¢ o momento
publicados na literatura com ALPI para que possa ser feita a comparagao dos resultados do
ensaio Salmonella/microssoma. Entretanto, um relatério da Environmental Protection Agency
(EPA) de 2014 mostra, de acordo com estudos confidenciais, que esse composto ndo ¢ capaz

de causar mutagdes nas cepas TA1535, TA1537, TA98 e TA100 de Salmonella enterica
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sorovar typhimurium com e sem ativagdo metabdlica e nem aberragdes cromossomicas em
modelos in vitro e in vitro, sendo por isso considerado com potencial genotoxico baixo
(U.S.EPA, 2014).

Resultados semelhantes de mutagenicidade para retardantes de chama organofosforados
foram encontrados por Follmann e Wober (2005). No referido estudo, o tris-(2-cloroetil)-
fosfato (TCEP) e o tris-(2-cloropropil)-fosfato (TCPP), dois compostos organofosforados
halogenados, ndo mostraram atividade mutagénica no ensaio Salmonella/microssoma com e
sem ativacao exogena S9 em oito cepas (TA97, TA9S, TA100, TA102, TA104, TA1535,
TA1537 e TA1538) (FOLLMANN; WOBER, 2006).

Os ensaios de citotoxicidade sdo tuteis para indicar a faixa de concentragdo nao toxica a
ser utilizada nos ensaios subsequentes, assim como os possiveis alvos de toxicidades de agentes
toxicos (EISENBRAND; POOL-ZOBEL; BAKER; BALLS et al.,2002). Nos ensaios de WST-
1 e LDH o ALPI nao mostrou capacidade de induzir toxicidade pela alteracdo da atividade de
desidrogenases mitocondriais ou altera¢ao da integridade da membrana plasmatica em células
HepG2 nas cinco concentracdes estudadas apds 24, 48 e 72 horas de exposi¢cdo, como mostrado
nas fig.10.

Corroborando com os ensaios de viabilidade desse trabalho, Hendriks e colaboradores
(2014) compararam HFFR com retardantes bromados e mostraram que o ALPI ndo apresentou
citotoxicidade em modelo celular PC12 e B35, células de feocromocitoma e neuroblastoma de
rato. Devido ao resultado em células B35 foi classificado com potencial neurotdxico
insignificante (HENDRIKS et al., 2014).

Outros retardantes de chama livres de halogénio foram estudados nessa mesma
pesquisa, no entanto, apenas trés ndo mostraram efeito neurotéxico (LOEC > 10 uM) - ALPI,
BPS (poliestireno bromado) e BDP (Bisfenol A bis difenil fosfato). Os demais, incluindo os
bromados, mostraram baixo potencial neurotdéxico (I uM < LOEC < 10 uM ) - éter
decabromodifenilico (BDE-209), resorcinol bis difenilfosfato (RDP), 9,10- diidro-9-oxa-10-
fosfafenantreno- 10-6xido (DOPO), polifosfato de amonio (APP), trioxido de antimdnio
(ATO), hidréxido de magnésio (MHO)- e potencial neurotdoxico moderado a alto( 0,1 uM <
LOEC <1 e LOEC< 0,1 uM, respectivamente) - trifenilfosfato (TPP), tetrabromobisfenol A
(TBBPA) trihidroxido de aluminio (ATH), hidroxido estanato de zinco (ZHS), estanato de
zinco (ZS), montmorilonita (MMT) e polifosfato de melanina (MPP). Esse trabalho evidenciou
a necessidade de mais estudos dos HFFR para confirmar o baixo risco a saude humana e o meio
ambiente, para entdo serem substituintes seguros dos retardantes de chama halogenados
(HENDRIKS et al., 2014).

Sendo assim, considerando a toxicidade do ALPI a outros organismos, esse composto
tem mostrado toxicidade baixa a moderada. Estudos em modelos in vivo tem sido realizados
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também a fim de constatar a seguranca do ALPI. Foi mostrado que esse retardante bem como
o metiletilfosfinato de aluminio, possuem capacidade de causar hepatoxicidade leve e
toxicidade reprodutiva observada pela redu¢do da contagem de esperma em camundongos
machos BALB/C (BAO et al., 2017).

Em estudos realizados em Daphnia magna para varios retardantes de chama livres de
halogénios, mostraram que o ALPI apresenta baixa toxicidade aguda para essa espécie
(concentracao da amostra responsavel pelo efeito em 50% dos organismos testados - CES0 >
10 mg/L) em um periodo de 48h, e moderada toxicidade cronica (CES0 de 3,2 mg/L) em um
periodo de 21 dias (WAAIJERS et al., 2013b; WAAIJERS et al., 2013c).

Em outro estudo de toxicidade comparando congéneres de éteres difenilicos bromados
(BDE)- 2,2, 4,4'-tetrabromodifenil éter (BDE-47),2,2 ', 4,4, 5S-pentabromodifenil éter (BDE-
99)e 2,2',4,4", 5,6'-hexabromodifenil éter (BDE-154)- com o ALPI mostrou que o BDE-47
foi capaz de alterar o desenvolvimento embrionario da larva induzindo edemas no pericardio e
saco vitelineo em modelo zebrafish. Em contrapartida, o ALPI ndo gerou alteragdes
morfologicas no desenvolvimento desse modelo animal nas concentragdes testadas (0,003- 30
mg/L) e foi considerado uma alternativa mais segura em relacdo ao uso do BDE-47. Os outros
congéneres desse retardante de chama bromado ndo apresentaram alteragdes toxicas
significativas nesse estudo (ABE et al., 2021).

Outros retardantes de chama livres de halogénio tem mostrado comportamentos toxicos
diferentes do ALPI. Investigacdes in vivo em modelo animal zebrafish mostraram que o trifenil
fosfato causou toxicidade no desenvolvimento das larvas observado por aumento na taxa de
malformagdes e atraso no tempo de eclosdo da larva na menor e maior dose exposta,
respectivamente. Além de causar, na maior dose exposta, alteracdo na expressao de proteinas
oculares importantes para a fungao visual bem como desorganizagdo da fun¢ao muscular (SHI
etal.,2019).

Outros estudos utilizando zebrafish e camundongos mostraram que alguns HFFR
induziram efeitos cardiotoxicos e hepatotdoxicos (ALZUALDE et al., 2018; BAO et al., 2017);
e um estudo in vifro mostrou potencial dos ésteres de fosfatos e/ou fosfonatos para atuarem
como interferentes enddcrinos (KOJIMA et al., 2013).

Embora se tenha grandes expectativas para HFFR em relacdo a substituicdo dos
retardantes de chama bromados, estudos ja mostram detec¢des deles em ambientes internos de
casas e meios de transporte (ALI ef al., 2013; HAO et al., 2018), além de 4dguas superficiais,
residuais e potaveis (HAO et al., 2018;KIM; KANNAN, 2018).

Os dados sobre a exposi¢cdo ambiental ou ocupacional ao ALPI publicados na literatura
sd0 escassos, € nao se pode afirmar se tem uma distribuicao significativa em ambientes internos
e na biota. No entanto, um estudo publicado em 2014 mostrou a ocorréncia de
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dialquilfosfinatos, entre eles o ALPI, e seu respectivo hidrolisado (acido dietilfosfinico) em
amostras de sedimentos retiradas de uma planta fabril ap6s um ano e meio da parada de
descartes desses materiais, sendo sugerido ainda pelos pesquisadores que, devido a alta
mobilidade vertical desses compostos e seus hidrolisados (&cidos dialquilfosfinicos) em
sedimentos e solos bem como a alta hidrélise em 4cidos fosfinicos (até 49.6%), estes poderiam
contaminar aguas subterraneas (NIU et al., 2014). O relatorio da agéncia de protecao ambiental
(EPA) 2016 relacionou o ALPI a alta persisténcia devido a presenca de aluminio, que € um
metal e, portanto, nao sofre biodegradacdo (LASSEN et al., 2016).

As propriedades (neuro)toxicas do aluminio como deposicdo de - amiloide, estresse
oxidativo, producdo de espécies radicalares de oxigénio (ROS) e alteracdo no equilibrio do
calcio estao bem descritas na literatura (HU et al., 2007; SHARMA; WAKODE et al., 2020),
entretanto acredita-se que a quantidade desse metal presente no ALPI ¢ muito pequena para
gerar preocupagoes a saude em casos de dissociagdo do retardante de chama (HENDRIKS et
al., 2014).

Outro aspecto importante para o estudo toxicoldgico do ALPI inclui a pesquisa de
genotoxicidade. O ensaio de MN para verificar danos ao DNA por agentes genotoxicos em
modelo celular HepG2 se mostrou mais sensivel do que o ensaio de cometa, mostrando que o
ensaio ¢ o modelo celular escolhido sdo adequados para avaliar se o composto ALPI ¢ capaz de
gerar genotoxicidade in vitro (VALENTIN-SEVERIN et al., 2003).

Como mostrado na figura 12 a maior concentragao (200 pg/mL) de ALPI estudada nesse
trabalho apresentou diferenga significativa na frequéncia de micronucleos em células HepG2
em relagdo ao controle negativo ap6s 3h de exposi¢ao, o que indica dano aos cromossomos por
efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos - efeitos irreversiveis. As demais concentragdes nao
mostraram diferenca estatisticamente significativa na frequéncia de microntcleos nas células,
indicando que nessas condicdes de exposicdo o composto em estudo nao resultou em aumento
significativo de danos em cromossomos.

Os dados de IPBC, tabela 1, mostram que a maior parte das células completaram pelo
menos 1 divisdo, o que ¢ importante para a observacao dos micronucleos. O resultado do indice
de replicagdo aponta para percentual citostatico variando entre 11,28- 24,7%.

Esse resultado € importante uma vez que a grande maioria dos tumores esta relacionada
a instabilidade cromossoémica, na qual pode ser observada formacdo de micronucleos
(FENECH; CROTT, 2002). Somado a isso, existem trabalhos que relacionam a frequéncia de
micronucleos, apos a exposi¢do a determinados xenobidticos, com o risco de cancer. Entre
esses, tem-se um estudo publicado em 2019 que analisou, dentre outros danos, a genotoxicidade
do produto do escapamento do motor a diesel (DDE) em mecéanicos expostos € ndo exposto a
esse poluente. O DDE ¢ formado por gases toxicos, hidrocarbonetos aromaticos e particulas
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que atingem o parénquima pulmonar, ja sendo reconhecido como cancerigeno. O ensaio de MN
com bloqueio de citocinese em linfocitos e células bucais mostrou aumento na frequéncia de
micronucleos na populagdo de estudo exposta a esse carcindgeno, sendo esse teste € o ensaio
de cometa tidos como util para o biomonitoramento de humanos e avaliagao do risco de cancer
na populacio exposta a esse agente (LEON-MEJIA et al., 2019).

Outro estudo relaciona a exposi¢ao ocupacional de trabalhadores de um laboratorio de
anatomia ao formaldeido, carcindgeno, com o aumento da frequéncia de microntcleo em
células esfoliadas bucais e linfécitos (COSTA et al., 2019).

Algumas pesquisas também apontam para niveis aumentados de micronucleos em
linfocitos de pacientes com cincer de mama, utero e faringe (MILOSEVIC-DJORDJEVIC et
al., 2010), pescoco e cabeca (GEORGE et al., 2014) e também em células bucais de pacientes
com cancer oral (KATARKAR et al., 2014).

Nao existem dados publicados na literatura sobre a avaliagdao do perfil de genotoxicidade
do ALPI, no entanto, conforme relatado anteriormente, um relatério da EPA categoriza esse
composto como sendo de baixa genotoxicidade (US EPA, 2014).

Diferente do resultado observado nesse trabalho, um estudo com seis PBDEs - éter
tetrabromodifenilico (BDE-47), éter pentabromodifenilico (BDE-99 e BDE-100), éter
hexabromodifenilico (BDE-153 e BDE-154) e éter decabromodifenilico (BDE-209) - mostrou
que nenhum dos compostos apresentou aumento significativo na frequéncia de microntcleos e
nem de efeitos citotoxicos determinados pelo IPBC. Por outro lado, todos eles apresentaram
genotoxicidade no ensaio de cometa, ou seja, foram capazes de causar danos reversiveis ao
DNA (PEREIRA et al, 2016). Da mesma forma, BDE-209 ndo mostrou aberragdes
cromossdmicas no ensaio de micronucleo e apresentou genotoxicidade no ensaio de cometa
(RIVA et al., 2007).

O presente estudo apresentou por limitagdes a baixa solubilidade do ALPI em agua,
apesar de seu baixo valor de Kow, e a caréncia de informacdes na literatura sobre esse

composto.
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7. CONCLUSAO

O dietilfosfinato de aluminio bem como seus produtos de biotransformacdo ndo se
mostraram mutagénicos apos avaliagdo pelo ensaio Salmonella/microssoma. Esse composto
também ndo foi capaz de causar morte celular em células HepG2, seja por interferéncia na
atividade de desidrogenases mitocondriais ou por ruptura da membrana plasmatica. No entanto,
o ensaio de micronucleo com bloqueio de citocinese apontou para genotoxicidade na maior
concentragao (200 pg/mL) do ALPI em células HepG2.

Baseando-se nos resultados obtidos, pode-se concluir que esse trabalho foi capaz de
fornecer dados sobre o perfil de toxicidade do ALPI in vitro e contribuir para os estudos de
toxicidade humana. Além de evidenciar a necessidade de mais estudos dos HFFR, nesse caso
o ALPI, para confirmar o baixo risco a saude humana e ao meio ambiente, para entdo serem

substituintes seguros dos retardantes de chama halogenados.
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