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RESUMO
ROVINA, Vitéria. Avaliacdo dos efeitos citotoxicos do surfactante acido linear
alquilbenzeno sulfénico por meio do teste de fragilidade osmotica em eritrécitos
humanos. 2019. Monografia (TCC) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade

de Sao Paulo, Lorena, 2019.

Tensoativos ou surfactantes sdo componentes dos agrotoxicos, de produtos de
limpeza doméstica e cosméticos. Eles atuam como emulsionantes, dispersantes e
adjuvantes no agroquimico, podendo aumentar a eficiéncia do produto ativo ou
modificar propriedades da solucao, visando facilitar a aplicacdo ou minimizar possiveis
problemas na lavoura. Entre os surfactantes mais utilizados para a produgédo de
agrotéxicos e produtos de limpeza e cuidados pessoais esta o &cido linear
alquilbenzeno sulfénico (LAS). Sua grande empregabilidade pode ser explicada por
ser um eficiente removedor de sujeira, possuir alta solubilidade a baixas temperaturas,
elevado poder de espuma e biodegradabilidade. Tendo em vista seu intenso uso e
extensa aplicacdo, torna-se necessdario conhecer os efeitos toxicoldégicos que o
caotropico (LAS) pode exercer nos humanos, assim como 0 comportamento da
membrana eritrocitaria em presenca deste composto quimico. Com essa finalidade, o
teste de fragilidade osmoética dos eritrocitos (FOE) nos permite identificar qual a
concentracdo de LAS na corrente sanguinea suficiente para que 50% das heméacias
sofram lise, parametro que demonstra o grau de citotoxicidade dos LAS aos humanos.
Foram feitas as curvas da dependéncia de lise celular, seguidas das andlises
descritiva exploratéria e teste de normalidade, assim como a busca por correlacdes
entre as variaveis do eritrograma, série branca, lipidograma, idade e os parametros
de estabilidade celular, dX e Hgy. O teste FOE mostrou que em maiores concentragoes
de caotropico as hemacias sofrem maior lise. Com a determinagéo das concentracfes
de tensoativo que causam o inicio da hemolise, Hsy (50%) e 100% de hemolise,
verificou-se que os valores de Hsy para cobaias sdo da ordem de 5,3 a 13,8 vezes
maiores do que o0 encontrado experimentalmente para humanos. Portanto, o0s
resultados encontrados sugerem que 0s prejuizos a saude humana néo sdo bem
avaliados por meio de experimentos feitos com cobaias visto que eritrocitos humanos

parecem ser bem mais sensiveis.

Palavras-chave: LAS, agrotéxicos, toxicidade, tensoativo, surfactante.



ABSTRACT
ROVINA, Vitéria. Evaluation of cytotoxic effects of linear alkylbenzene sulfonic
acid surfactant by osmotic fragility testing in human erythrocytes. 20109.
Monograph (TCC) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo,
Lorena, 2019.

Surfactants are components of pesticides, household cleaners and cosmetics. They
act as emulsifiers, dispersants, humectants and adjuvants in the agrochemical, being
able to increase the efficiency of the active product or modify certain properties of the
solution, in order to facilitate application or minimize possible problems in the crop.
Among the most commonly used surfactants to produce pesticide dispersants and
cleaning and personal care products is linear alkylbenzene sulfonic acid (LAS). Its
great usage can be explained by being an efficient dirt remover, high solubility at low
temperatures, high foaming power and biodegradability. Given its intense use and
extensive application, it is necessary to know the toxicological effects that LAS can
exert on humans, as well as the behaviour of the erythrocyte membrane in the
presence of this chemical compound. For this purpose, the erythrocyte osmaotic fragility
(FOE) test allows us to identify which concentration of LAS in the bloodstream is
sufficient for 50% of red blood cells to undergo lysis, a parameter that demonstrates
the degree of cytotoxicity of LAS to humans. Cell lysis dependence curves were made,
followed by exploratory descriptive analysis and normality test, as well as the search
for correlations between the erythrogram, white series, lipidogram and individual
variables and the cell stability parameters, dX and Hsy. The FOE test showed that in
higher concentrations of chaotropic red blood cells undergo greater lysis. With the
determination of the surfactant concentrations that cause the beginning of haemolysis,
Hgo (50%) and 100% haemolysis, it was found that the values of Hgy for guinea pigs
are of the order 5.3 to 13.8 greater than that found experimentally for humans.
Therefore, the results found suggest that damage to human health is not well evaluated
through experiments with guinea pigs since human erythrocytes appear to be much

more sensitive.

Key words: LAS, pesticides, toxicity, surfactant.
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1. INTRODUCAO

A interacdo dos sistemas biolégicos com 0s compostos quimicos sempre
esteve presente no processo evolutivo humano. Desde os primordios da civilizagao o
homem faz usos de compostos quimicos, seja na fabricagdo de armas e objetos
metalicos rudimentares, como nas tintas utilizadas na arte rupestre nas cavernas pre-
histéricas. O ambiente de desenvolvimento fabril, iniciado com a revolucao industrial
no século XIX e o intenso desenvolvimento tecnologico do século XX, ampliaram
imensamente a quantidade de compostos quimicos disponiveis. Com o0 aumento da
disponibilidade de substancias quimicas, propiciado pelo avanco tecnolbgico, a
toxicologia ganhou maior importancia dado seu o objetivo de proteger a sociedade
dos efeitos toxicos (RUPPENTHAL, 2013).

Os surfactantes (agentes de acao superficial) fazem parte de um grupo diverso
de produtos quimicos que sdo conhecidos por suas propriedades de solubilidade e
limpeza, o que Ihes garante um espaco especial entre 0os detergentes e outros
produtos de limpeza. Quantidades massivas de surfactantes estdo sendo usadas em
ambientes domésticos e na industria diariamente, sendo que, em sua maioria acabam
sendo dispersas e descartadas no meio ambiente (solo, agua, agua residual e outros
tipos de &aguas de descarte). Mais de 4,2 milhdes de toneladas de produtos
detergentes foram usadas anualmente na Europa Ocidental nos ultimos dez anos. No
mesmo periodo, a producao mundial de surfactantes sintéticos foi de 7,2 milhdes de
toneladas (DONNACHIE, 2016). Sem duavida, esses numeros vao crescer ainda mais
com a ascendente industria de detergentes e cosméticos e com o0 uso continuo e diario
destes produtos pela populagdo mundial.

Entre os variados tipos de substancias e composi¢cdes de produtos quimicos
disponiveis hoje no mercado, os agrotoxicos, mais conhecidos como pesticidas,
defensivos agricolas ou defensivos fitossanitarios, tém como objetivo eliminar,
prevenir ou combater pragas por meio de seus componentes ativos. Entretanto, as
substancias consideradas inertes e que fazem parte de sua formulagdo como
estabilizantes, dispersantes e conservantes ndo séo totalmente livres de acao toxica
e chamam a atencdo quanto a toxicidade dos seus componentes ao meio ambiente e
a saude humana. A determinacéo dos limites de seguranca para uso dos agrotoxicos
deve considerar os efeitos negativos a saude humana nédo apenas dos componentes

ativos, mas também dos demais componentes das féormulas comercializadas.
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Atualmente, a liberacdo de agrotoxicos no Brasil € a maior em 14 anos. Ja
foram liberados pelo governo Bolsonaro para uso no campo 290 pesticidas no periodo
de 1 dejaneiro de 2019 e 22 de julho de 2019, 41% deles de extrema ou alta toxicidade
e 32% banidos na Unido Europeia. Este ritmo de registros é o maior na ultima década,
nunca tantos agrotoxicos foram liberados num intervalo de tempo téo curto no Brasil.
O dultimo levantamento da Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo mostra que o Brasil foi o pais que mais despendeu gastos com
agrotoxicos no mundo, a frente de Estados Unidos, China, Japdo e Franga
(DAMASIO, KERVALT, 2019).

Diversos pesticidas ja proibidos em outros paises por causarem significativos
danos ao meio ambiente e aos seres humanos, continuam liberados para uso no
Brasil. Empresas multinacionais produtoras de agrotoxicos que nao tém permissao
para vender tais produtos nos seus paises de origem, os comercializam no Brasil por
serem liberados. A Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria) publicou em 1
de agosto de 2019, no Diario Oficial da Unido, a reclassificagdo toxicologica dos
agrotoxicos ja registrados no Brasil. No total, 1.942 produtos foram avaliados pela
Agéncia, sendo que 1.924 foram reclassificados. De acordo com a reclassificacéo, 43
produtos foram enquadrados na categoria de produtos extremamente toxicos, 79 na
de altamente téxicos, 136 na categoria de moderadamente toxicos, 599 na de pouco
toxicos e outros 899 foram classificados como produtos improvaveis de causar dano
agudo. Outros 168 produtos, ainda, foram categorizados como “nao classificados”
(ASCOM/ANVISA, 2019). Além disso, para se obter o registro de um pesticida,
somente os efeitos toxicos do ingrediente ativo isolado sdo considerados, 0 que néo
€ exato ou real pois a formulacéo comercial apresenta diversos outros componentes
que, agindo simultaneamente, podem produzir danos sinérgicos, aditivos ou
antagbnicos a saude. Devemos considerar também que séo utilizados mais de um
tipo de produto agricola na mesma cultura, dessa forma, esses efeitos de interacédo
entre as formulacdes séo potencializados.

No periodo de 2007 a 2017, data do ultimo levantamento oficial, foram
contabilizados no Ministério da Saude cerca de 40 mil casos de intoxicagdo aguda por
agrotoxicos, ademais, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, € estimado que
para cada caso de intoxicacao notificado existem outros 50 que ndo séo notificados.
Destes casos, quase 1900 pessoas morreram (GLOBO RURAL, JORNAL NACIONAL,
2019).
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Um conceito importante a se considerar quando se trata de toxicologia dos
pesticidas é o LMR (Limite Maximo de Residuos), definido como a quantidade maxima
de residuo de agrotoxico permitida em alimentos. Os LMRs brasileiros, estabelecidos
pela Anvisa, sdo bem maiores que os da Unido Europeia. Na plantagéo de soja, por
exemplo, o LMR brasileiro € duzentas vezes maior que o limite europeu, assim como
o feijdo, em que seu LMR no Brasil é quatrocentas vezes maior que na Unido Europeia
(ANVISA, 2019).

Dentre os componentes usados na formulagdo de agrotéxicos, os grandes
responsaveis pela disperséo e absorcao do produto nas plantacdes sdo os tensoativos
ou surfactantes. Estes tém como funcéo facilitar a aplicacdo dos pesticidas, dando
estabilidade ao componente ativo e garantindo o espalhamento destes nas plantas.

Além da utilizacdo na industria de agrotoxicos, 0s tensoativos séo 0s principais
componentes dos produtos de cuidados pessoais (por exemplo, xampus, sabonetes
liquidos) e produtos de limpeza doméstica (por exemplo, detergentes para lavar louca,
detergentes para lavar roupas, limpadores de superficies e pisos) (FOGACA, 2019).

Segundo APARICIO et. al. (2017) e BJERREGAARD et al. (2001), o surfactante
mais utilizado para a producéo de agrotéxicos e produtos de limpeza doméstica é o
acido linear alquilbenzeno sulfénico (LAS), devido a sua extensa empregabilidade.

No ultimo relatério publicado em novembro de 2014 pela empresa Bain &
Company, financiado pelo Banco Nacional do Desenvolvimento (BNDES), intitulado
“Potencial de diversificagdo da industria quimica Brasileira”, evidencia-se que os
tensoativos anidnicos representam o subsegmento de tensoativos mais utilizado no
Brasil devido ao custo relativamente mais baixo que os demais tipos de tensoativos,
cenario em que destaca-se o LAS como principal produto deste subsegmento. Na
figura 1 esta representada a divisdo dos segmentos do mercado de tensoativos no
Brasil. Os dados atuais e as projecdes na industria brasileira também indicam que os
tensoativos anibnicos possuem a maior participa¢cdo no mercado, como representado
na figura 2. Extraido destes dados, a producéo de surfactantes em 2012 em kton, o
LAS foi responsavel por 84% da producao de tensoativos anidnicos, correspondente

a aproximadamente 246.1 kton (dados extraidos da figura 3).
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Figura 1 - Descricéo e caracterizagao resumida do mercado de tensoativos no Brasil
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Figura 2 - Mercado Brasileiro de Tensoativos por subsegmento
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Figura 3 - Principais produtos por subsegmento de tensoativos (producao em kton)
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Entre as diversas possibilidades de contato com surfactantes no dia-a-dia,
estamos sujeitos a variados tipos de contato com tensoativos residuais, fato ndo muito
conhecido e propagado nas midias. Vegetais podem ser contaminados com estes
surfactantes emergentes através da irrigacdo do solo com aguas residuais
recuperadas ou devido a presenca de tensoativos como adjuvantes em formulacdes
de pesticidas (ABRIL et al., 2018b). Agrotoxicos sdo absorvidos por vegetais nos quais
sao aplicados e, principalmente, ficam retidos em tubérculos, vastamente consumidos
pela populacdo em geral. Residuos de tensoativos utilizados na composicdo de
agrotoxicos, destacando-se o LAS, podem ser encontrados nos alimentos em que
estes foram aplicados (APARICIO et. al., 2017). Consequentemente, esses residuos
acabam sendo ingeridos ao alimentarmos de vegetais folhosos e tubérculos sujeitos
a irrigacdo com agua residual ou tratados com agrotdxicos que possuem o LAS em
sua composigao.

Apos o0 uso, os surfactantes residuais sdo descartados em sistemas de esgoto
ou diretamente nas aguas superficiais. Eles também se acumulam em grandes
quantidades em &guas residuais, que podem ser utilizadas para irrigacdo de
plantacdes (WU et al., 2015), fato que sera abordado mais adiante no presente estudo.

As concentracdes/fracdes de massa do acido linear alquilbenzeno sulfénico (LAS),
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atingiram até 1,1 mg/L em efluentes de esgoto e até 30,2 g/kg ha massa seca de lodo
tratado. Até 0,4 mg/L de LAS foi encontrado em aguas superficiais (IVANKOVIE;
HRENOVI¢, 2010).

Pesquisa recente determinou a concentragdo de diferentes tipos de
surfactantes aniénicos, compostos perfluoretados, bisfenol A e produtos de cuidados
pessoais em amostras de lodo residual de agua tratada urbana e em amostras de solo
do tipo mediterraneo, coletados de uma éarea rural. Os surfactantes anidénicos foram
0S compostos mais frequentemente detectados (no caso do dodecil benzeno sulfonato
de sddio, derivado do LAS, em 100% das amostras ele estava presente), com 0s
maiores niveis de concentracédo (ABRIL et al., 2018a).

Como ilustrado no fluxograma da figura 4, estamos sujeitos ao contato com o
LAS de diversas formas. Além dos riscos inerentes a ingestao do LAS, trabalhadores
gue operam processos ha industria quimica que utiliza o LAS como matéria prima, ou
mesmo produz este composto como produto final, entram em contato frequente com
ele, seja por inalacdo ou absorcdo pela pele. Nesse contexto existe também uma
importante questao relativa a satde ocupacional para esta classe de trabalhadores.
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Figura 4 - Fluxograma que ilustra as possiveis interacdes de humanos com o LAS
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Nesse cenério de diversas possibilidades de contato com o surfactante objeto
do presente estudo (LAS), é de grande interesse o conhecimento dos riscos, do(s)
impacto(s) negativo(s) e o nivel de toxicidade ao organismo humano que esse
componente de agrotoxicos, produtos de limpeza e cosmeéticos pode causar a
populacdo que entra em contato com ele. Porém, pouco se sabe sobre 0s prejuizos
gue o LAS pode causar aos humanos. Estdo presentes na literatura dados da
toxicidade do LAS apenas em animais comumente usados em pesquisas, como
coelhos, ratos e peixes além de plantas (DETEN, 2020, BJERREGAARD et al., 2001,
SHUKLA e TRIVEDI, 2018). Investigar os efeitos citotoxicos que o LAS pode produzir
aos seres humanos, bem como os niveis seguros de exposicdo a esse toxicante e 0
perfil individual mais sensivel a toxicidade é um estudo de interesse tanto da saude

do trabalhador como da saude publica.
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Para tal, procedimentos experimentais que empregam material biologico
humano in vitro sdo usados para se avaliar o nivel de agressividade dos toxicantes
por meio dos seus efeitos sobre a homeostase das células. O estudo da Fragilidade
Osmodtica de Eritrocitos humanos (FOE) na presenca da substancia investigada, é um
importante teste. As células do sangue sdo um bom modelo para estudar a
estabilidade de membranas biolégicas e a saude geral do organismo. Atualmente,
eritrocitos sédo considerados o tipo de célula mais conveniente para tais investigagoes,
uma vez que sao células simples e de obtencdo nao invasiva, cuja lise pode ser
monitorada espectrofotometricamente na regido do espectro visivel (540 nm) devido
a liberacdo de hemoglobinas no meio, apés sua lise. Além disso, mudancas na
composi¢cdo e comportamento de suas membranas pode refletir a composigcéo e o
comportamento de outras células do organismo (PARAISO et al., 2014).

O estudo toxicologico dos surfactantes e outras substancias quimicas
caotropicas nos permite conhecer os efeitos nocivos do contato com eles,
possibilitando dimensionar seus beneficios e maleficios aos humanos, além da anélise
de novos cenérios para os usos de composicdes e produtos contendo o acido linear

alquilbenzeno sulfénico ou substancias semelhantes.
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo geral

Avaliar os efeitos citotoxicos em humanos do acido linear alquilbenzeno

sulfénico, um dos principais surfactantes utilizados na formulacdo de agrotoxicos,

produtos de limpeza e cuidados pessoais, através do teste de Fragilidade Osmotica
dos Eritrécitos (FOE).

2.2.

Objetivos especificos

Determinar os gréficos de fragilidade osmatica eritrocitaria (Absorbancia
a 540nm x [toxicante]) para cada individuo em diversas concentracfes
de acido linear alquilbenzeno sulfénico em meio de NaCl a 0,9 g/dL;
Ajustar cada grafico obtido & uma sigmoide de Boltzmann e obter
graficamente os valores do parametro de estabilidade celular Hsg, dX,
Anmax © Anins

Analisar os dados de fragilidade celular obtidos na presenca do acido
linear alquilbenzeno sulfénico em diversas concentracdes e determinar
0s niveis seguros de exposicdo a ele por meio da determinacao do seu
NOAEL (No Observed Adverse Effect Level), DLso € DL10oo;

Avaliar possiveis associa¢des de variaveis moduladoras do eritrograma,
lipidograma e variaveis individuais (género e idade) com a estabilidade
da homeostase celular sob estresse provocado pelo caotrépico objeto

desse estudo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Surfactantes (tensoativos)

Os surfactantes, ou também chamados tensoativos, constituem uma classe de
moléculas importantes e muito estudadas no mundo da Quimica. S&do substancias
capazes de diminuir a tensao superficial, ou seja, alteram as propriedades interfaciais
e superficiais de um liquido. Tensdo superficial € a forca necessaria para que um
liquido se espalhe por um comprimento em uma superficie. Tensoativos possuem
essa funcéo devido a sua estrutura, composta por uma parte polar (hidrofilica) e uma
parte apolar (hidrofébica) (MOREIRA, 2014).

A parte apolar de um tensoativo normalmente tem origem em uma cadeia
carbonica (linear, ramificada ou com partes ciclicas), pois os carbonos dessa cadeia,
apesar de serem mais eletronegativos que os atomos de hidrogénio, ndo formam
polos de concentracdo de carga eletrostatica. A parte polar deve ser formada por
alguns &tomos que apresentem concentracao de carga, com formacao de um polo
negativo ou positivo. A estrutura de um tensoativo € ilustrado na figura 5.

As caracteristicas anfifilicas e anfipaticas permitem que os tensoativos sejam
utilizados como conciliadores de fases imisciveis, formando emulsdes, espumas,
suspensdes, microemulsdes ou propiciando a umectacgdo, formacao de filmes liquidos
e detergéncia de superficies (DALTIN, 2011). Essas propriedades fazem com que os
tensoativos sejam utilizados em uma ampla variedade de produtos de consumo, como
produtos de cuidados pessoais (xampus, sabonetes liquidos) e em produtos de
limpeza domeéstica (detergentes para lavar louca, detergentes para lavar roupas,

limpadores de superficies e pisos).
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Figura 5 - Exemplo da estrutura de um tensoativo
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Fonte: LARA, 2019.

Os tensoativos podem ser classificados de acordo com a carga de seu
grupamento na parte hidrofilica (polar) como: catiénicos, aniénicos ou anféteros. Os
surfactantes anionicos sao historicamente os mais antigos e o tipo mais comum de
surfactante. Quando pensamos em detergentes ou sabonetes comuns, é o tensoativo
anibnico que promove a limpeza. Deles, os surfactantes mais comuns s&o 0s
anibnicos que apresentam sulfato na estrutura, como o lauril sulfato de sédio, lauril
sulfato de aménio ou o LAS (DALTIN, 2011), objeto do presente estudo.

Detergentes que continham esses surfactantes anidnicos aumentaram em
popularidade porque forneciam melhor limpeza e mais espuma do que os sabonetes
tradicionais a precos mais baixos. Por volta de 1953, na América do Norte, o volume
de vendas em peso de produtos detergentes contendo surfactante sintético superou
o dos sabdes convencionais (que ndo utilizavam tensoativos sintéticos em sua
composicdo). Esta rapida expansdo de detergentes sintéticos levou a desafios
ambientais como a agua residual que era descarregada em &guas superficiais
(COWAN-ELLSBERRY et al., 2014).

Os tensoativos estdo presentes também na composicdo dos agrotoxicos:
herbicidas, inseticidas, fungicidas, entre outros. Nesses produtos quimicos, 0s
tensoativos atuam como emulsionantes, dispersantes, umectantes e adjuvantes do
agroquimico, que sdo substancias adicionadas a formulagdo herbicida ou a calda
herbicida para aumentar a eficiéncia do produto ativo ou modificar determinadas
propriedades da solucdo, visando facilitar a aplicacdo ou minimizar possiveis
problemas. Além disso, tensoativos garantem a estabilidade do composto e a data de

validade para as formulagfes agroquimicas, além de auxiliar a aglutinar os granulos
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dos fertilizantes, solubilizar, dispersar e emulsionar os ingredientes ativos, facilitando
a aplicacdo dos produtos e otimizando a eficacia agronémica, com 6timo controle
fitossanitario e rentabilidade ao agricultor. Os adjuvantes sao divididos em dois
grupos: os modificadores das propriedades de superficie dos liquidos (surfactantes:
umectante, detergentes, dispersantes e aderentes, entre outros) e os aditivos (0leo
mineral ou vegetal, sulfato de amonio e ureia, entre outros) que afetam a absorcao do
vegetal devido a sua acao direta sobre a cuticula da planta. Os herbicidas precisam
ser absorvidos para exercerem seus efeitos. Existem muitas substancias que podem
ser usadas para promover maior cobertura das folhas e para aumentar a absorcao
dos herbicidas. A cobertura da folha € importante principalmente para herbicidas com
acdo localizada. Para este herbicida ser eficiente é necessario cobertura uniforme das
partes tratadas, conseguida com uso de um adjuvante (tensoativo) (VARGAS e
SCHERER ROMAN, 2006).

3.2. Acido linear alquilbenzeno sulfénico (LAS)

O LAS surgiu como uma alternativa ecologicamente favoravel ao grupo de
tensoativos mais utilizado anteriormente, os alquil benzeno sulfonatos (ABS). No final
da década de 1940, a formacao de espuma em riachos e em Estac¢des de Tratamento
de Agua e Esgoto (ETEs) geraram grande preocupacao e foram os primeiros indicios
de contaminacdo por residuos de detergentes e produtos de limpeza e cuidados
pessoais a serem reportados. No inicio dos anos 1950 evidéncias cientificas
identificaram a causa sendo a presenca de surfactantes sintéticos, especialmente
ABS, o surfactante mais utilizado, porque nao era facilmente biodegradavel. A
observacédo dos impactos ambientais levou a um compromisso em 1951 firmado pela
Associacdo Americana de Produtores de Sabonetes e Glicerina (fundada em 1926),
antecessor da Associacdo de Sabao e Detergente (SDA). A SDA foi formada em 1962
para estudar o destino ambiental e os efeitos do uso de surfactante sintético e para
procurar substitutos que ndo resultariam em impactos irreversiveis nas aguas
superficiais. Apds pesquisas, em 1965, fabricantes norte-americanos de detergentes
substituiram voluntariamente o ABS pelo LAS, que garantiu as mesmas
caracteristicas de desempenho de limpeza, mas era comprovadamente mais
biodegradavel (COWAN-ELLSBERRY et al., 2014).

LAS é uma mistura de compostos isbmeros e homodlogos estreitamente

relacionados. Cada um contém um anel aromatico sulfonado na posicdo ‘-para’ e
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ligado a uma cadeia alquilica linear (HERA, 2013). Possui formula molecular empirica
(CnH2n+1)—CeH4SOsH e peso molecular 318 a 322 g/mol. Sua estrutura esta

representada na figura 6.

Figura 6 - Estrutura molecular da cadeia do acido linear alquilbenzeno sulfénico (LAS)
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Fonte: PENTEADO et al., 2006.

LAS comerciais estdo disponiveis no mercado como uma mistura de
homélogos, com um comprimento diferente da cadeia alquilica (de CqgaCq4). O
consumo anual europeu de surfactantes em 2011 foi 2,95 Mton, dos quais 1,22 Mton
corresponde aos tensoativos anionicos. Devido ao extenso uso e produgéo, eles
acabam presentes nas aguas residuais nas ETES, onde sdo removidos principalmente
por processos bioldgicos e fisicos. Devido a restritas rotas metabdlicas, o LAS nédo é
biodegradavel sob condi¢cdes anaerdbicas, mas sdo altamente biodegradados sob
condicdes aerdbicas. Nao obstante, a principal remocao do LAS de aguas residuais
ocorre através da retencdo em sélidos suspensos. As taxas de remocao de LAS foram
superiores a 80% na maioria dos estudos relatados na literatura. No entanto, este
tensoativo ndo é completamente removido em ETES e, consequentemente, acabam
sendo continuamente introduzidos no ambiente. Foram coletadas amostras de
efluentes urbanos e industriais em quatro ETEs em Sevilha (Espanha) antes e apos
estes passarem por pré-tratamento, tratamento primario (sedimentacéo) e secundario
(lodo ativado). Os homologos de LAS foram encontrados em todas as amostras de
aguas residuais antes de serem tratadas e em 83% dos efluentes tratados estudados
nas ETEs. Suas concentragdes médias foram de 240 + 121 ug/L (LAS C43 ) para 1224
1 546 pg/L (LAS C41) em aguas residuais nao tratadas e de 7,94 + 14,4 ug/L (LAS
C43) @ 37,0 £ 51,0 yg/L (LAS C44) no efluente das ETEs. As concentracdes
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encontradas entre homologos de LAS foram proximos das quantidades encontradas
em detergentes comerciais de limpeza doméstica e utilizados em lavanderias,
detergentes liquidos para lavagem de maos, xampus e outros de cuidados pessoais.
Esta distribuicdo, bem como as concentracdes medidas em aguas residuais nao
tratadas, préoximas aquelas medidas em efluentes urbanos, aponta para as aguas
residuais domeésticas como a principal fonte poluente ao meio ambiente. Estes
resultados estavam de acordo com os relatados em outras ETEs da Espanha, em que
as concentragcbes de aguas residuais efluentes de ETEs urbanas séo superiores as
medidas em ETEs de areas industriais (CAMACHO-MUNOZ et al., 2013).

O consumo europeu de LAS em aplicacbes de detergentes informado pelo
HERA (Human and Environmental Risk Assessment on ingredients of house hold
cleaning products - Avaliagdo de Risco Humano e Ambiental em ingredientes de
produtos de limpeza domésticos) foi de cerca de 350 kton em 2005. Isto representa
mais de 80% do consumo total europeu de LAS, que foi estimada em cerca de 430k
ton no ano de 2005 (HERA, 2013).

Dentre os surfactantes anidnicos mais utilizados para a producdo de
dispersantes de agrotoxicos esta o LAS (APARICIO et. al., 2017). Sua grande
empregabilidade pode ser explicada por ser um eficiente removedor de sujeira,
possuir excelente solubilidade mesmo a baixas temperaturas, elevado poder de
espuma e grande biodegradabilidade.

O LAS, como um surfactante, € considerado toxico. A toxicidade dos
surfactantes esté relacionada com o tipo de grupamento polar e com o comprimento
da cadeia alquila apolar. Cadeias alquilicas maiores podem causar efeitos mais
severos provocando destruicdo da membrana celular e desnaturacdo de proteinas
(DELFORNO, 2011).

Estudos comprovam os efeitos téxicos do LAS em organismos aquaticos, nos
guais foram estudados os efeitos deste no transporte de ions e calcio intracelular nas
células epiteliais distais dos rins de espécies diferentes de peixes. Pesquisas indicam
gue a homeostase ibnica das células epiteliais destes organismos pode ser perturbada
pelo LAS, possivelmente devido a solubilizagéo de proteinas e lipidios na membrana
plasmatica (BJERREGAARD et al., 2001). Pensa-se que o LAS, sendo um detergente,
perturba as biomembranas por intercalacdo na matriz da membrana e aumenta a
solubilidade dos componentes lipidicos e das proteinas. Assim, a alteracdo no

transporte de ions da membrana celular deve ser medida porque pode representar
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uma fase inicial na evolucéo da lesdo da membrana. Experimentos mostraram que o
LAS induziu um aumento no transporte i6nico ativo e aumentou a concentracdo de
calcio intracelular no intervalo de concentracdo estudado, o que levou a agudas
alteracbes comportamentais em peixes, como secre¢cao excessiva de muco, aumento
da frequéncia de abertura do opérculo, dificuldade respiratéria e morte. Estes
resultados séo apoiados por estudos que mostram que detergentes anibnicos tinham
maior afinidade de ligacdo as proteinas do que detergentes néo
i6nicos.(BJERREGAARD et al., 2001).

Vérios estudos documentaram que os produtos metabdlicos provenientes do
LAS geram espécies reativas de oxigénio (ERO) que impdem estresse oxidativo em
varios tecidos de organismos vivos. A alta concentracéo intracelular de ERO perturba
a homeostase redox intracelular e consequentemente danifica as macromoléculas
biologicamente importantes como lipidios, acidos nucléicos, enzimas e proteinas. I1sso
leva a alteracdes no sistema homeostatico intracelular e inicia a disfuncédo molecular.
Além disso, o0 os surfactantes aniénicos também sdo conhecidos modificadores da
permeabilidade da membrana e, portanto, afetam negativamente a viabilidade celular.
Os efeitos toxicos produzidos pelas EROs podem ser claramente reestabelecidos pelo
tratamento de células com N-acetil cisteina (NAC), um potente antioxidante que
elimina as EROs para proteger as células contra o dano oxidativo (SHUKLA e
TRIVEDI, 2018). Shukla e Trivedi (2018) elucidam que a exposi¢do, mesmo a uma
concentracéo relativamente baixa de LAS (5 mM (1/10 de IC50)) de surfactante, além
de conferir alteracdes morfolégicas também leva a citotoxicidade em células de glioma
C6 de ratos.

Como mencionado anteriormente, durante a fabricacdo de agrotoxicos ou
mesmo do proprio tensoativo, inimeras pessoas entram em contato com o LAS, seja
por inalacdo ou mesmo contato com a pele, exposicédo que pode pdr em risco a saude
do trabalhador ou da populag&o que esta sujeita a presenca deste composto no meio.
Assim como o trabalhador, o consumidor final de produtos contaminados também esta
sujeito a intoxicacéo por surfactantes.

Os surfactantes provenientes de atividades urbanas e industriais sao
descarregados diariamente para o meio ambiente. Este fato esta relacionado com o
descarte de agua nao tratada contendo residuos de produtos de limpeza em rios,
lagos e oceanos. Foram realizadas pesquisas no distrito EI-Mex, uma zona industrial

a oeste da cidade de Alexandria, no Egito, com o objetivo de investigar as condigbes
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hidrogréaficas da agua da baia de EI-Mex em relacdo a variacdo da concentracdo de
LAS em funcéo das variacdes regionais e sazonais. Amostras de aguas superficiais e
de fundo foram coletadas de oito locais diferentes da baia, perto da principal descarga
de esgoto de Alexandria, local que recebe enormes quantidades de residuos
industriais ndo tratados. Foram encontrados concentracdes de LAS entre 0.24 mg
LAS/L agua e 0.06 mg LAS/L agua, sendo que as maiores concentracfes foram
encontradas proximo ao local de descarte de agua no mar, na superficie da agua e no
verdo, devido ao fato de que a temperatura exerce um efeito decisivo nos niveis de
degradacédo de tensoativos (OKBAH, 2012).

Quantidades significantes de tensoativos podem penetrar no solo através de
adubo aplicado como fertilizante. Atualmente, mais de 8 milhdes de toneladas de lodo
de esgoto sdo gerados como resultado de processos de tratamento de aguas
residuais. Varios estudos foram relatados na literatura sobre a presenca e distribuicao
de compostos organicos em fertilizantes. Nestes estudos, o LAS é evidenciado como
um dos compostos mais probleméticos na aplicacdo de lodo de esgoto ao solo de
acordo com os niveis de concentracdo encontrados no lodo. Foi estudada a
degradacédo de surfactantes em solo tratado com lodo de esgoto durante 100 dias sob
condicdes frias (12,7 °C) e quentes (22,4 °C). Para todos os compostos estudados, foi
observada a influéncia da temperatura na degradacdo durante o experimento, sendo
a degradacao mais lenta observada na experiéncia realizada a 12,7 °C. O tempo de
meia-vida medido de LAS e seus homélogos foi inferior a 14 dias a 12,7 °C e inferiores
a7diasa?22,4°C, eaconcentracdo de LAS (somade Cyg, C44, Cq» € Cy3) foi reduzida
para 5% da concentracao inicial apés 49 dias a 12,7 °C e 21 dias a 22,4 °C a partir da
aplicacdo do lodo no solo (GONZALEZ et al., 2012).

APARICIO et. al. (2017) investigou a presenca de diferentes tipos de residuos
em vegetais folhosos e radiculares via extracdo assistida por ultra-som, limpeza por
extracdo em fase solida (d-SPE) e analise por Cromatografia liquida associada a
espectrometria de massa (LC-MS). Dentre os residuos investigados estdo 3
tensoativos nao iénicos (nonilfenol e nonilfenoletoxilatos) e 8 tensoativos aniénicos (4
alquilsulfatos e 4 alquilbenzeno sulfonatos lineares), destacando o LAS entre eles. O
método foi aplicado na determinagdo dos compostos alvo em trés tipos de vegetais
folhosos (alface, espinafre e acelga) e tubérculos (cenoura, nabo e batata). Quatro
amostras de cada tipo de vegetal foram compradas em mercados locais e analisadas.

Uma vez no solo, a absorcéo da planta, o acumulo em raizes ou a translocagéo dentro
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da planta podem ocorrer dependendo das propriedades fisico-quimicas dos poluentes
e também das caracteristicas do solo. O acumulo de poluentes nas raizes e folhas
afetam as lavouras e podem constituir um risco potencial & saide humana quando
presentes em plantas comestiveis, especialmente aqueles compostos desreguladores
endocrinos que podem causar danos reprodutivos, cancer e distlrbios metabalicos.
APARICIO et. al. (2017) em seus resultados finais detectaram que o LAS estava
presente em todas as amostras analisadas. As maiores concentragdes nos vegetais
folhosos corresponderam ao LAS, com valores médios na faixa de 8,4 ng/g a 45,6
ng/g. A Organizacdo Mundial da Saude recomenda a ingestéo diaria de cinco porcdes
de frutas e/ou vegetais correspondentes a 400 a 500 g/dia. Assumindo uma ingestéo
de 300 g/dia de legumes, o pior cenario para ingestao diaria de LAS seria 14 ug/dia,
para ingestdo de vegetais folhosos e 4,7 pg/dia, para ingestdo de tubérculos
(APARICIO et. al., 2017).

Desta forma, fica evidente o quanto estamos expostos a toxicidade deste
tensoativo diariamente. Entretanto, atualmente n&o existem estudos na literatura
abrangendo a citotoxicidade do surfactante LAS aos humanos pelo método proposto
nesse trabalho. Assim, € tema de interesse da saude publica investigar o nivel de
toxicidade que este composto pode provocar ao organismo humano quando exposto

a ele por ingestéo, inalacdo ou absorcao pela pele.

3.3. Toxicologia: estabilidade das membranas eritrocitarias

O nivel de toxicidade de um composto quimico pode ser determinado de
diversas formas. Existem diferentes tipos de métodos para se avaliar a toxicidade de
compostos quimicos, entre eles, o estudo da fragilidade osmética celular por meio da
avaliacdo da estabilidade da membrana de eritrocitos em presenca de um téxico na
corrente sanguinea.

Numerosos processos celulares, como transducdo de sinal, transporte de
soluto e interacdes celulares sdo mediados por membranas. O funcionamento ideal
das membranas celulares estd estreitamente associado a sua estabilidade e
funcionalidade, propriedades que dependem do seu grau de fluidez. A fluidez da
membrana € uma importante propriedade fisico-quimica. Nos eritrocitos, em
particular, esta propriedade € responsavel pela modulacdo de fungbes como
permeabilidade e transporte de ions e oxigénio, bem como as atividades enziméticas

associadas as membranas. A fluidez excessiva ou insuficiente sdo caracteristicas
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indesejaveis que afetam a fisiologia celular e podem contribuir para perda de
estabilidade e aceleracdo da destruicdo da membrana, levando a morte celular. A
observacdo de que a fluidez da membrana deve permanecer dentro de um intervalo
critico, fora do qual a estabilidade e funcionalidade da célula tende a diminuir, mostra
gue estabilidade, fluidez e funcao estéo relacionadas e que a medida da estabilidade
eritrocitaria permite inferéncias sobre a fluidez ou funcionalidade dessas células
(BERNARDINO NETO et al., 2013; PARAISO et al., 2014).

Existem muitos agentes que podem afetar a estabilidade e funcionalidade de
membranas, como calor, espécies reativas de oxigénio (EROs), solutos que
estimulam a auto-organizacdo da membrana (como agua e osmoalitos) e solutos que
podem promover a sua desorganizacdo, como etanol e o dodecil sulfato de sddio
(PARAISO et al., 2014).

A investigacdo da toxicidade de um tensoativo, como aquele a que nos
propomos estudar, deve ser processada por analises estatisticas bivariadas e
multivariadas das correlacdes entre estabilidade da membrana de eritrocitos, variaveis
do eritrograma, lipidograma e variaveis individuais, uma vez que é importante para

sistemas biolégicos que o efeito de varidveis externas moduladoras seja avaliado.
3.4. Fragilidade osmatica dos eritrécitos (FOE)

3.4.1. Eritrécitos (Células vermelhas)

Eritrécitos ou hemacias sdo os elementos celulares mais presentes no sangue,
representam 95% do conteudo total. Eles estdo dispostos em forma de discos
anucleados contendo Hemoglobina (Hb) carregadoras de Oxigénio (O,), como
ilustrado na figura 8. Os eritrocitos transportam o oxigénio do pulméao para os tecidos
periféricos do organismo e realizam o transporte de diéxido de carbono (CO,) para
fora do organismo.

A membrana da heméacia € o modelo primario para estudo de membrana
plasmatica celular animal, pelo fato de ser desprovida de nlcleo e organelas
(MURADOR; DEFFUNE, 2007). Entre os diferentes constituintes da membrana
apresentam-se receptores envolvidos em fungdes complexas que permitem a
comunicacao entre as ceélulas, reconhecimento imunolédgico e fenémenos de adeséo
celular. A membrana eritrocitaria, como os milhares de outras células do organismo
humano, é essencialmente constituida de lipideos e proteinas. A hemacia ndo é uma

simples "bolsa" contendo hemoglobina. Esta membrana consiste em uma bicamada
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fosfolipidica, que representa aproximadamente 50% de sua massa total e forma a
barreira entre dois compartimentos liquidos, intra e extracelular. As trocas entre estes
compartimentos séo feitas através de bombas, canais de trocas de ions e transporte
molecular como o da glicose. Além disso, a deformabilidade de sua membrana, a
fluidez de seu citoplasma e a complexidade de sua superficie membranéaria, em
relacdo ao seu volume interno, asseguram as funcdes de transporte de O, dos

pulmdes e remocéo do CO, dos tecidos para os pulmdes.

Figura 7 - llustrac@o da hemécia e o transporte de oxigénio no interior dela

Hemoglobina

Oxigénio molecular
Hemacia

Hemoglobina
transportando
oxigéenio

Fonte: MAGALHAES, 2019.

Os eritrocitos sdao amplamente utilizados em estudos de determinacdo de
estrutura, composi¢cdo e comportamento da membrana devido a sua estabilidade,
disponibilidade e acessibilidade, contribuindo com informagbes para estimar o
comportamento de outros tipos de células. Além disso, qualquer alteracdo da
membrana dos eritrocitos, seja em sua composicdo ou estabilidade, serve de
ferramenta diagndstica para uma seérie de doencas e para estudos de
comportamentos celulares mediante perturbacdo de seu metabolismo normal, como
por exemplo ganho de idade, exercicios fisicos, dieta, etanol e praguicidas
(RODRIGUES et al., 2009). Teste de fragilidade osmdtica eritrocitaria (FOE)

O teste de FOE demonstra a habilidade das membranas manterem sua
integridade estrutural quando expostas a um estresse osmético (RODRIGUES et al.,

2009). Ao sofrer hemolise por acdo de qualquer fator externo, neste caso, provocado
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por uma substancia quimica em evidéncia, um surfactante, as hemacias liberam
hemoglobina no meio, as quais podem ser quantificadas por espectrofotometria em
540 nm (As4onm ), conforme ilustrado na figura 8. O valor de absorbancia a Agyg €
proporcional ao percentual de lise dos eritrécitos (NETTO, 2009). O teste de FOE é
um meétodo considerado de baixo custo e de elevada eficiéncia para avaliar a

estabilidade das membranas e células.

Figura 8 - llustracdo do teste de fragilidade osmotica em eritrécitos humanos
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Fonte: préprio autor.

Ou seja, o teste de FOE determina a concentracdo do agente quimico
estudado, neste caso, 0 LAS, capaz de provocar a lise de 50% dos eritrécitos frescos
e incubados por 30 minutos em meio de NaCl 0,9 g/dL.

Para se determinar como 0s eritrocitos e consequentemente suas membranas
se comportam na presenga de um agente caotropico, no caso do presente estudo o
surfactante investigado (LAS), a andlise experimental varia a concentracdo de
toxicante (LAS) em contato com as hemacias, provenientes de amostras de sangue

total.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ConsideracgOes éticas

Esse trabalho foi previamente submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em
Humanos (CEP) por meio da Plataforma Brasil sob CAAE (certificado de apresentacao
para apreciacdo ética) numero 21016719.2.0000.5467 e tdo somente mediante
autorizacdo e obtencao do numero de concessao relativo a esse projeto (parecer de

aprovacao 3.796.937), que os trabalhos experimentais foram iniciados.

4.2. Amostras de material bioldgico

Amostras de sangue (3 mL) foram coletadas no Laborat6rio Municipal de Analises
Clinicas da Prefeitura de Lorena através de punc¢do venosa ap0s um periodo de jejum
de 8-12 horas. Os individuos participantes foram codificados e permaneceram
incégnitos, ndo podendo ser identificados até mesmo se 0s resultados da pesquisa
pudessem beneficia-los. O sangue foi coletado em tubos evacuados contendo 50 L
de K3EDTA a 25 mmol/L e seguiu a rotina de analise do laboratério onde foram
processados o eritrograma em equipamento Pentra DF Nexus (Horiba Medical Ltda)
e o lipidograma por equipamento BT 3000-plus (Biotecnica Instruments) de modo
totalmente automatizado. O sangue total ndo usado e considerado material de
descarte foi, em no maximo 24 horas da sua obtencao, cedido a Universidade de Sao
Paulo para o estudo a que se prop6s esse trabalho. O sangue total foi transportado
em recipiente acondicionado em ambiente refrigerado e mantido entre 0° C a 4° C até
0 momento da analise. Os residuos foram armazenados em descarpack para serem
incinerados juntamente com os residuos biolégicos no Laboratério Municipal de

Anélises Clinicas.



36

Figura 9 - Amostras de material bioldgico

Fonte: préprio autor.

4.3. Reagentes

O reagente NacCl foi de grau ACS (Sociedade Quimica Americana) de pureza e
obtido por meio do Laboratério de Engenharia Ambiental ligado ao Departamento de
Ciéncias Basicas e Ambientais da EEL-USP.

O surfactante utilizado nos experimentos foi 0 dodecilbenzeno sulfonato de sédio
(DBSNa), com férmula molecular C1sH20NaOsS (figura 10) e peso molecular 348,48
g/mol. Como mencionado anteriormente, o LAS consiste em uma mistura de
tensoativos homoélogos e isébmeros de posicdo de cadeias alquiladas lineares
(PENTEADO, 2006) e, dentre eles, se encontra 0 componente mais importante da
mistura, o DBSNa. Dessa forma, utilizando-se o DBSNa como representante das
propriedades do LAS, a interpretacdo dos resultados obtidos pode ser feita de forma
mais precisa e os efeitos do LAS inferidos com maior seguranca.

O DBSNa utilizado foi obtido através do Laboratério de Polimeros da EEL-USP,
fabricado pelo grupo Rhodia, especificado em Tensédo Superficial (TS) de 23,24%,

como indicado na figura 11.
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Figura 10 - Férmula estrutural do DBSNa

-
Ciz2Hzs $03 Na

p-dodecll-benzeno
sulfonatode sédlo

Fonte: UFPB, 2005.

Figura 11 - DBSNa utilizado nos experimentos

Fonte: préprio autor.

4.4. Teste de FOE na presenca do surfactante

Para a determinacdo dos efeitos citotoxicos do acido linear alquilbenzeno
sulfénico sobre a estabilidade dos eritrocitos humanos, foi usada, para cada amostra
de sangue, uma bateria de 16 tubos eppendorfs em duplicata com concentracdes

crescentes de LAS em meio de 0,9 g-dL'1 NaCl, mesma concentracdo salina presente

no ambiente sanguineo humano. A bateria de tubos eppendorfs foi entao pré-incubada
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a temperatura de 36,5° C por 15 minutos sendo que, apds esse tempo, foi adicionado
em cada tudo, por meio de pipeta automatica, 20 pL de sangue total. Cada tubo
eppendorf foi homogeneizado e incubado a temperatura de 36,5° C por 30 minutos.
Apés a incubacdo os tubos foram centrifugados por 2 minutos a 1600 x g a
temperatura ambiente. Em seguida, os sobrenadantes foram cuidadosamente
removidos com pipeta automatica e submetidos a leitura de absorvancia a 540 nm

(As409) em espectrofotbmetro UV-VIS.

Figura 12 - Banho termostatizado a 37,5 °C

Fonte: préprio autor.

Figura 13 - Tubos eppendorfs com adi¢do de sangue: (a) antes do banho termostatizado; (b) apos o
banho termostatizado

(@) (b)
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Fonte: préprio autor.

Figura 14 - Centrifuga com capacidade maxima de 16 tubos

Fonte: préprio autor.

4.5. Determinagdo das curvas de transi¢cdo de hemalise

A dependéncia entre as leituras de absorbancia a 540 nm (As4g) € concentragcao
do toxicante é ajustada a uma linha de regressao sigmoidal, de acordo com a equacao

de Boltzmann (equagéo 1):

Equacéo 1 — Equacgédo de Boltzmann

Assn= Aml’n' Améx
5407 1 4 g-(X-H50)/dX

+ Améx

Em que Amin € Amax S0 0S valores Asyo que representam, respectivamente, 0s
patamares minimos e maximos da hemoalise, X € a concentracdo de toxicante, Hsg
representa a concentracdo do agente quimico toxico capaz de provocar 50% de
hemolise, e dX é a amplitude da transi¢cao sigmoidal entre Amin € Amax.

As variaveis dX e Hgy estdo relacionados a estabilidade da membrana
eritrocitaria. Quanto menor o valor de dX, menor é a estabilidade ou maior a fragilidade
osmatica dos eritrécitos, uma vez que uma menor variacdo da concentracdo do
toxicante é suficiente para promover a transi¢cao de estado estavel para hemolise total.

Por outro lado, quanto maior o valor de Hsgy, maior a estabilidade e menor a fragilidade



40

osmatica dos eritrécitos, porque o ponto meédio da transicao da hemdlise (Hsp) ocorreu
em maior concentracao do agente toxico.

O valor NOAEL de concentracao, correspondente ao Amin , € a concentracao
de toxicante necessaria para iniciar a hemolise e pode ser calculada pela equacgéo 2
(FREITAS et al., 2019).
Equacéo 2 — Determinacéo de NOAEL ou Xmin

Xmin = Hgg - 2dX

A concentracao de toxicante no ponto em que a lise atinge o seu platé maximo
define a variavel Amax, que representa a concentracdo de toxicante necessaria para
promover a lise total dos eritrocitos, podendo ser calculada pela equacéo 3 (FREITAS
et al., 2019).
Equacéo 3 — Determinacéo de Xmax

Xmax = H50 + 2dX

Figura 15 - curva tipica de dependéncia entre a absorbancia a 540 nm e a concentra¢édo de agente
quimico téxico em um teste de fragilidade osmdtica. A, representa a absorbancia minima média e
esta associada a hemdlise na auséncia do toxicante ou a concentrag@es abaixo daquela que gera
efeitos observaveis. Ansx representa a absorbancia média maxima e esta associada a hemdlise total.
Hso representa a concentracéo de toxicante necessaria para promover 50% de hemolise e dX
representa a alteragdo na concentracao de agente téxico associada a transicao dos estados de
estabilidade e hemdlise total
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Fonte: préprio autor.

4.6. Concentracdo de DBSNa investigada

A concentracdo de DBSNa escolhida para investigacédo foi baseada em um
artigo dos autores FREITAS et al. (2013) que determinou a curva da fragilidade
eritrocitaria com a variacdo da concentracéo entre 68 e 176 UM de dodecil sulfato de
sédio (SDS), composto similar e da mesma familia de tensoativos do DBSNa e LAS,
com a concentragdo solucéo salina em 0,9 g/dL, conforme € mostrado na figura 15.

Figura 16 - Curva de fragilidade eritrocitaria induzida pela variagdo da concentragcéo de SDS e
concentracdo de NaCl constante em 0,9 g/dL
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Fonte: FREITAS et. al., 2013.

N&o obstante a concentracao de toxicante delineada para o estudo tenha sido
de 68 a 176 uM, foi necessario altera-la para a faixa de concentracdo de 0 a 800 uM
de DBSNa para se conseguir determinar do DL1oo € obter os dados que permitissem

cumprir os objetivos do trabalho.

4.7. Determinacéo de variaveis bioquimicas e hematologicas

O eritrograma, a seérie branca e o lipidograma foram processados pelo
Laboratério Municipal de Analises Clinicas da Prefeitura de Lorena e os valores de
referéncia (individuos entre 19 e 55 anos) para o eritrograma, série branca e
lipidograma foram definidos pelo Laboratorio Municipal de Analises Clinicas da

Prefeitura de Lorena como: Hemacias (Eritrécitos), 3,9 a 5,9 milhdes/mm3;
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Hemoglobina (Hb) 12,0-18,0 g/dL; Hematocrito (Ht) 35,6-48,6%; média do volume
corpuscular (VCM), 76-96 fL; hemoglobina corpuscular média (HCM), 27-31 pg;
concentracdo meédia corpuscular de hemoglobina (CHCM), 32,9-36%; leucdcitos,
3100-11000/mms3; mondcitos, 2 a 10%; linfocitos, 20 a 50%; eosinofilos, 1 a 7%;
basdfilos, 0 a 3%; neutréfilos segmentados, 40 a 65%, contagem de plaquetas 150 a
400 mil/mm?3; colesterol total (t-C), <150 (6timo) e = 170 mg/dL (alto); lipoproteina de
alta densidade (HDLc), <35 (baixa) e > 45 mg/dL (ideal), lipoproteina de baixa
densidade (LDLc), <100 (bom) e > 130 mg/dL (Alto); lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDLc), até 42 mg/dL (bom) e triglicerideos (TG), <100 (6timo) e > 130
mg/dL (alto).

4.8. Anadlise estatistica dos dados experimentais

Os efeitos citotoxicos do DBSNa bem como o NOAEL foram obtidos
graficamente por meio do Software OriginPro 9.7 (MicroCal ™, Northampton, MA,
EUA).

Para as buscas de correlacbes e analises estatisticas, os parametros de
toxicidade celular obtidos por meio dos testes FOE processados no Laboratorio de
Engenharia Ambiental da EEL-USP bem como as variaveis do eritrograma,
lipidograma e série branca foram avaliadas inicialmente por meio de teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e estatistica descritiva e exploratoria, seguido pela busca

de correlacdes por meio do teste Rhé de Spearman.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacao da citotoxicidade do LAS

Primeiramente, foram determinadas as linhas de base de dependéncia da
hemdlise em fungéo da concentracdo de DBSNa de cada individuo a partir das leituras
de absorbancia a 540 nm da concentracdo de hemoglobina, ajustadas pela equagéao
de Boltzmann.

A figura 16 apresenta a curva de hemolise de todas as amostras de material
biolégico em concentracdo constante de NaCl em 0,9 g/dL e em diferentes
concentracbes de DBSNa, que variaram entre 0 a 800 pM. Para uma visualizacao
detalhada por amostra (individuo), as figuras 17, 18, 19 e 20 apresentam,
respectivamente, a curva de hemolise dos individuos 1, 2, 3 e 4. O tensoativo utilizado
nos mostra que, quanto maior a sua concentragcao na corrente sanguinea, maior sera
a lise da populacao total dos eritrdcitos. A figura 22 ilustra os tubos eppendorfs com
concentracbes crescentes de DBSNa (da esquerda para a direita) apdés serem

centrifugados.
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Figura 17 - Curva de hemdlise das quatro amostras analisadas com concentracdo constante
[NaCl]=0,9 g/dL
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Fonte: préprio autor.

Através do ajuste dos dados experimentais de todas as amostras a linha de
regressao sigmoidal de acordo com a equacao de Boltzmann (Figura 16) obteve-se
os valores de dX= 66,3324, x0/Hs5¢= 447,6324 uM, Amin= 0,0129 Abs (540 nm) e Amax
= 1,1982 Abs (540 nm). Aplicando-se as equacdes 2 e 3 descritas por Freitas et al.
(2019), obteve-se Xmin=314,9676 uM e Xmax= 580,2971 uM. Portanto, o valor NOAEL
encontrado foi de 314,9676 puM. A Tabela 1 identifica os Parametros de estabilidade
dX, Hsg e valores minimo (Amin) € maximo (Amax) de absorbancia encontrados

experimentalmente para cada individuo.



Figura 18 - Curva de hemodlise do individuo 1 (55 anos) analisada com concentracao constante
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Figura 19 - Curva de hemodlise do individuo 2 (19 anos) analisada com concentracao constante
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Fonte: préprio autor.

Figura 20 - Curva de hemdlise do individuo 3 (45 anos) analisada com concentragao constante
[NaCl]=0,9 g/dL
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Fonte: préprio autor.

Figura 21 - Curva de hemodlise do individuo 4 (38 anos) analisada com concentracdo constante
[NaCl]=0,9 g/dL
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Fonte: préprio autor.

Tabela 1 - Parametros de estabilidade dX, Hs, e valores minimo (Amin) € maximo (Amax) de
absorbancia encontrados experimentalmente para cada individuo

Individuo 1 2 3 4
dXx 79,0691 65,2913 0,4435 39,5074
H50 398,7614 4886693 3909073 4956527
Amin -0,0215 0,0282 0,0455 0,0040
Amax 1,1998 1,1317 1,1289 24353

Fonte: préprio autor.

Figura 22 - Imagens dos tubos eppendorfs com concentragdes crescentes de DBSNa (da esquerda
para a direita) apds serem centrifugados

Fonte: préprio autor.

5.2. Analise descritiva exploratoéria

A populacédo de sujeitos envolvidos no estudo possui caracteristicas relativas
ao eritrograma, série branca e lipidograma, parametros de estabilidade e idade,
apresentados na Tabela 1. A variacdo das idades entre as amostras foi de 19 a 55
anos com mediana em 41,5 anos. Os valores: mediana e valor maximo de colesterol,
o valor maximo de LDL, o valor maximo de triglicérides, o valor maximo de HCM e o
valor maximo de Neutrofilos Segmentados estdo maiores que o desejavel, descritos
pelos valores de referéncia adotados. O valor minimo de Eosinoéfilos esta menor do
que o desejavel referente ao valor de referéncia adotado. Contudo, essas alteracdes

nao impactam os resultados a que se propde esse estudo.
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Tabela 2 - Analise descritiva exploratoria dos parametros de estabilidade dX, Hsg, Amin, Amax, das variaveis do eritrograma, série branca e lipidograma da

populacédo (n=4)

Minimo Maximo Amplitude Total Mediana Primeiro Quartil (25%) Terceiro Quartil (3%) Desvio Interquartilico
dX 0.4 79.1 78.6 65,3 0.4 79.1 78.6
H50 390,89 4857 1047 398.8 390.9 4887 97.8
dX/H50 0.0 0.2 0.2 0.1 0.0 0.2 0.2
Amin 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0,0 0.1
Amax 1.1 24 1.3 1.1 1.1 1.2 0.1
Absorbancia (540 nm) 0.1 1.3 14 0.1 0.0 0.3 0.3
Idade (anos) 19,0 85.0 36.0 450 19.0 55,0 36,0
Hemacias (milhdes/imm?®) 44 5.1 0.8 49 44 5.1 07
Hemoglobina (mg/dL) 13.7 15,6 1.9 16,0 13.7 15,6 1.9
Hematocrito (%) 40,8 46,3 55 447 41,0 46,3 53
VCM (fL) 90.1 934 33 91.2 90,1 932 31
HCM (pg) 304 4 1.0 30.6 04 31 0.7
CHCM (%) 334 337 0.3 33.6 334 337 0.3
Leucocitos (células/mm?®) 4800.0 7700.0 2900.0 52000 4800.0 77000 2900.0
Neutrofilos Segmentados (%) 56.0 70.9 14.9 59,0 56,0 70.9 14.9
Eosinofilos (%) 0.7 2.0 1.3 1.3 0.7 1.7 1.0
Basofilos (%) 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0,2 0.1
Linfocitos (%) 216 354 13.8 332 21,6 354 13.8
Monocitos (%) 4.9 6.9 2,0 6.8 6.1 6.9 0.8
Plaquetas (10*/mm?®) 227.0 393.0 1660 297.0 227.0 393.0 166.0
t-Colesterol (mg/dL) 100,0 256.0 156,0 2450 100.0 256.0 156,0
LDL {mg/dL) 46.0 1500 1040 135.0 540 150.0 96,0
HDL (mg/dL) 34.0 110.0 76.0 75.0 340 110,0 76,0
VLDL (mg/dL) 12,0 33.0 21,0 13.0 12,0 21,0 9.0
Triglicerideos (mg/dL) 59.0 167.0 1080 64.0 59.0 1030 44.0

Fonte: Préprio autor.
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5.3. Teste de normalidade exploratdria Shapiro-Wilk

A normalidade dos dados € verificacdo necessaria para a escolha dos testes
estatisticos adequados para os dados. Para isso, o teste de normalidade de Shapiro
Wilk foi aplicado a todos os conjuntos de dados (Tabela 2). O teste de normalidade
Shapiro-Wilk avalia se a variavel aleatoria se adere a distribuicdo normal contra a
hipétese alternativa de que a variavel aleatoria ndo adere a distribuicdo Normal. O
modo de se avaliar é observar o valor-p dos testes e comparar com 0 nivel de
significancia adotado. Se o valor-p do teste for menor que o nivel de significancia
escolhido, rejeita-se a hipotese de normalidade. Os resultados ndo apresentaram

normalidade para o conjunto de dados.

Tabela 3 - Teste de normalidade Shapiro Wilk dos parametros de estabilidade dX, Hsg, Amin, Amax, das
varidveis do eritrograma, série branca e lipidograma da populacéo (n=4)

Media Desvio padrao w P
dX 50,6333 32,0432 0,7279 0,00
H50 433,3338 46,6417 06775 0,00
dX/H50 0.1156 0.0774 0.7980 1,11E-16
Amin 0.0148 0.0275 0.7798 0.00
Amax 1,2436 0,3274 0.3445 0.00
Absorbancia (540 nm) 0,313 0,4581 0.6607 0,00
Idade {anos) 39,1385 15,1082 0,7704 0,00
Hemacias (milhdes/mm®) 47756 0,3267 0,7604 0,00
Hemoglobina (mg/dL) 14,6740 0,8340 0,7485 0,00
Hematocrito (%) 43,7229 2,3513 0.7538 0.00
VCM (fL) 91.6571 1,3659 0.7730 0.00
HCM (pg) 30,7563 0,3419 0.8031 2,22E-16
CHCM (%) 33.5662 01247 0,7656 0.00
Leucdcitos (células/mm®) 5753,2468 1197.0890 0,6673 0,00
Neutrofilos Segmentados (%) 62,6048 6,2955 0,7567 0,00
Eosindfilos (%) 1,2584 0,4410 0,8393 9 66E-15
Basdfilos (%) 01398 0.0491 0.6212 0.00
Linfocitos (%) 29,5290 59227 0.7376 0.00
Monocitos (%) 6.4650 0,5548 0.7112 0.00
Plaquetas (10*/mm?) 299,3636 64,1810 0.7953 1,11E-16
t-Colesterol {mg/dL) 192,0000 71,3579 0,6846 0,00
LDL {mg/dL) 106,7706 44,9613 0,711 0,00
HDL {mgfdL) 63,4113 29,7780 0.8187 1,05E-15
VLDL {mg/dL) 16,7489 5.9269 0.7189 0.00
Triglicerideos (mg/dL) 82.6234 29,9835 0.7105 0.00

Fonte: Préprio autor.
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5.4. Matriz de correlacbes de Spearman

A busca de correlacGes entre as variaveis foi realizada através do teste de
correlacdo de Spearman (p). O teste de correlacdes de Spearman é um teste livre de
distribuicdo e tem o objetivo de avaliar o nivel de associacao linear entre duas
variaveis, sendo ainda capaz de considerar ligeiras fugas da linearidade. Através do
p-valor gerado pela busca de correlacbes de Sperman e considerando nivel de
significancia de 5% (0,05), avalia-se quando p-valor>0,05, ndo ha certeza em afirmar
gue houve correlacdo e se p-valor<0,05 podemos afirmar que existe correlagéo, pois
temos 95% de confianca ao afirma-la. Por meio do coeficiente Rhé (p) de Spearman
€ possivel avaliar a existéncia de associacao entre as variaveis bem como a forca e o
sentido dessa associacdo. Consideramos para as associagdes que possuem valor de
Rhé menores que 0,3 uma correlacéo fraca, entre 0,3 e 0,7 uma correlacdo moderada
e maiores que 0,7 uma correlacéo forte.

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostraram que existe correlacao (p-
valor<0,05) significante das variaveis: absorbancia, ldade, Hemacias, Hemoglobina,
Hematdcrito, VCM, HCM, CHCM, Leucécitos, Neutréfilos Segmentados, Eosinofilos,
Basdfilos, Linfécitos, Mondcitos, Plaquetas, t-Colesterol, LDLc , HDLc, VLDLc e
Triglicerideos com o parametro de estabilidade dX, o mesmo ocorreu com Hsg, com
excecao das variaveis Eosindfilos e Basofilos, em que p-valor>0,05. Na tabela 4
evidencia-se o grau de forca das correlagdes e a relagdo (inversa ou direta) com 0s

parametros de estabilidade dX e Hsgg.



Tabela 4 — Matriz de correlacdes de Spearman entre os parametros de estabilidade dX, Hsy, Amin € Amax COM as variaveis do eritrograma, série branca,
lipidograma e idade

. . Absorbancia I'.Ien:écias . Hemoglobina Hematocrito

dx H50 dX/H50 Amin Amax (540 nm) |dade (anos) lmllho?sfmm {mgldL) (%) VCM (fL) HCM (pg) CHCM (%)
dx r 1.00000 0.29799 1,00000 -0.93856 077814 -0.01440 0.45928 0.,52072 0.49771 0.52072 -0.52072 -0.52072 0,48508
dX p-valor - 0.00000 - 0.00000 0,00000 0.82801 0.00000 0.00000 0,00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00000
H50 P 0,29799 1.00000 0.29799 -0.35943 0,51985 -0.06464 -0.58985 -0.65129 -0,63033 -0.65129 0.65129 0.65129 -0.49285
H50 p-valor 0,00000 - 0.00000 0.00000 0,00000 0,32904 0.00000 0.00000 0,00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00000
dX/H50 P 1.00000 0.29799 1,00000 -0.93856 077814 -0.01440 0.45928 0,52072 0.49771 0.52072 -0.52072 -0.52072 0,48508
dX/H50 p-valor - 0.00000 - 0.00000 0.00000 0.82801 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
Amin P -0,93856 -0.35943 -0.93856 1,00000 -0,94001 0,01495 -0,52072 -0,45928 -0,49771 -0.45928 0.45928 0.45928 -0.58857
Amin p-valor 0.00000 0.00000 0.00000 - 0.00000 0.821583 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00000
Amax I 0,77814 0.51985 077814 -0.94001 1,00000 -0.02395 0,37987 0.21800 0,30364 0.21800 -0.21800 -0.21800 0.48709
Amax p-valor 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000 - 0,71791 0,00000 0,00085 0,00000 0.00085 0.00085 0,00085 0,00000
Absorbéancia (540 nm) P -0,01440 -0.06464 -0.01440 0.01495 -0.02395 1.00000 0.04714 0.04769 0.04817 0.04769 -0.04769 -0.04769 0.04206
Absorbancia (540 nm) p-valor 0,82801 0.32904 0.82801 0,62153 0,717 - 0.47682 047167 046722 0.47167 0.47167 0.47167 0,52564
Idade {anos) P 0.45928 -0.58985 0.45928 -0.52072 0.37987 0.04714 1,00000 0.93856 0.98452 0.93856 -0.93856 -0.93856 0,98957
Idade {anos) p-valor 0,00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00000 0.47682 - 0.00000 0,00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00000
Hemacias (milhdes/mm?®) r 0,52072 -0.65129 0.52072 -0.45928 0,21800 0,04769 0,93856 1,00000 0.,98452 1,00000 -1.00000 -1.00000 0,58609
Hemacias (milhées/mm?) p-valor 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00085 0.47167 0.00000 - 0.00000 - - - 0.00000
Hemeoglobina (mg/dL) r 0.49771 -0.63033 0.49771 -0.49771 0,30364 0,04817 0,98452 0.,98452 1.00000 0.98452 -0.98452 -0.98452 0,95258
Hemeoglobina {mg/dL) p-valor 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.46722 0.00000 0.00000 - 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
Hematocrito (%) P 0,52072 -0.65129 0.52072 -0.45928 0,21800 0,04769 0,93856 1,00000 0.,98452 1.00000 -1.00000 -1.00000 0,58609
Hematocrito (%) p-valor 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00085 047167 0.00000 - 0.00000 - - - 0,00000
VCM (fL) P -0,52072 0.65129 -0.52072 0.45928 -0.21800 -0.04769 -0,93856 -1.00000 -0,98452 -1.00000 1.00000 1,00000 -0.88609
VCM (fL) p-valor 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,00085 047167 0,00000 - 0,00000 - - - 0,00000
HCM (pg) P -0.52072 0.65129 -0.52072 0.45928 -0.21800 -0.04769 -0.93856 -1.00000 -0,98452 -1.00000 1.00000 1.00000 -0.88609
HCM (pg) p-valor 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,00085 047167 0,00000 - 0,00000 - - - 0,00000
CHCM (%) P 0.48508 -0.49285 0.48508 -0.58857 0.48709 0.04206 0.98957 0.88609 0.95258 0.88609 -0.88609 -0.88609 1,00000
CHCM (%) p-valor 0,00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,52564 0.00000 0.00000 0,00000 0.00000 0.00000 0.00000 -
Leucocitos (célulasimm®)  p -1,00000 -0.29799 -1.00000 0,93856 -0.77614 0,01440 -0,45928 -0,62072 -0,49771 -0.52072 0.52072 0,52072 -0.48508
Leucocitos (células/imm®) p-valor - 0.00000 - 0.00000 0.00000 0.82801 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
Neutrofilos Segmentados (%) p 0,35943 0.93856 0.35943 -0.29799 0,35798 -0.06409 -0,65129 -0,58985 -0,63033 -0.58985 0.58985 0,58985 -0.59633
Neutrofilos Segmentados (%) p-valor 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.33319 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
Eosinofilos (%) P -0,95851 -0,09371 -0.95851 0.61514 -0.57386 0,00335 -0,50077 -0,64414 -0,58146 -0.64414 0.64414 0.64414 -0.48508
Eosinofilos (%) p-valor 0.00000 0.15570 0.00000 0.00000 0.00000 0.95967 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00000
Basofilos (%) I 0,71850 0.07544 0.71850 -0.88999 0,88999 0,00683 0.75191 0.58043 0.67664 0.58043 -0.58043 -0.58043 0,82960
Basofilos (%) p-valor 0,00000 0.256345 0.00000 0,00000 0,00000 0.91794 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,00000
Linfocitos (%) P -0,35943 -0.93356 -0.35943 0.29799 -0.35798 0.06409 0.65129 0.58985 0.63033 0.58985 -0.58985 -0.58985 0.59633
Linfocitos (%) p-valor 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,00000 0,33319 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,00000
Monécitos (%) P 0.52072 -0.65129 0.52072 -0.45928 0.21800 0.04769 0.93856 1,00000 0.98452 1.00000 -1.00000 -1.00000 0,58609
Monécitos (%) p-valor 0,00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00085 047167 0.00000 - 0,00000 - - - 0,00000
Plaquetas (10°mm?) r -0,35943 -0.93856 -0,35943 0,29799 -0,35798 0,06409 0.65129 0.,58985 0,63033 0.58985 -0.58985 -0.58985 0,59633
Plaquetas (10°/mm?) p-valor 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.33319 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
t-Colesterol (mg/dL) P -0,35943 -0.93856 -0,35943 0,29799 -0.35798 0,06409 0,65129 0,58985 0,63033 0.58985 -0.58985 -0.58985 0,59633
t-Colesterol (mg/dL) p-valor 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,33319 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00000
LDL (mg/dL}) P 0,52072 -0.65129 0.52072 -0.45928 0,21800 0,04769 0,93856 1,00000 0,98452 1.00000 -1.00000 -1.00000 0,88609
LDL (mg/fdL) p-valor 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00085 047167 0.00000 - 0.00000 - - - 0,00000
HDL {mg/dL) P -0,35943 -0,93856 -0,35943 0.29799 -0.35798 0.06409 0.65129 0.58985 0,63033 0.58985 -0.58985 -0.58985 0,59633
HDL {mg/dL}) p-valor 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,00000 0,33319 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,00000
VLDL (mg/dL}) P 0.77814 0.51985 0.77814 -0.94001 1.00000 -0.02395 0.37987 0.21800 0.30364 0.21800 -0.21800 -0.21800 0.48709
VLDL (mg/dL) p-valor 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000 - 0,71791 0,00000 0,00085 0,00000 0.00085 0.00085 0,00085 0,00000
Triglicerideos (mg/dL) I 0.77814 0.51985 0.77614 -0.94001 1,00000 -0.02395 0.37987 0.21800 0,30364 0.21800 -0.21800 -0.21800 048709

Triglicerideos (mg/dL) p-valor 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 - 071791 0.00000 0.00085 0.00000 0.00085 0.00085 0.00085 0.00000




Fonte: préprio autor.

Tabela 3 (continuacéo)

Neutrofilos

‘c';:l‘;‘ﬁr':’nfsl Segm&l‘;tados E“'ﬂ;;ﬁ"’s Basofilos (%) Linfocitos (%) Monécitos (%) T;E,f}:;i;‘ tColesterol LDL (mg/dL) HDL (mg/dL) VLDL (mg/dL) T”?L‘;gf;"s

dX » 1,00000 0.35943 0.95851 0.71850 0.35943 0.52072 0.35943 0,35943 0.52072 0.35943 0.77814 77814
dX p-valor - 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
H50 p -0.29799 0.93856 -0,09371 0.07544 -0.93856 -0,65129 -0.93856 -0.93856 -0,65129 -0,93856 0.51985 0.51985
H50 p-valor 0.00000 0.00000 0.15570 0.25345 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
dX/H50 p -1,00000 0.35943 -0,95851 0.71850 -0,35943 0.52072 -0,35943 -0,35943 0.52072 -0.35943 0.77614 0.77814
dX/H50 p-valor - 0.00000 0.00000 0,00000 0,00000 0.00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0.00000
Amin p 0,93856 -0,29799 0.81514 -0,88999 0,29799 -0,45928 0,29799 0.29799 045928 0.29799 -0,94001 -0,94001
Amin p-valor 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Amax P 077814 0,35798 057386 0,85999 0,36798 0,21800 0,36798 -0,35798 0,21800 -0,35798 1,00000 1,00000
Amax pvalor 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00085 0.00000 0,00000 0,00085 0,00000 - -

Absorbancia (540 nm) p 0,01440 -0,06409 0,00335 0,00683 0,06409 0,04769 0.06409 0,06409 0,04769 0,06409 0,02395 -0,02395
Absorbancia (540 nm) p-valor 0,82801 0,33319 0,95967 0,91794 0,33319 047167 0.33319 0,33319 047167 0,33319 0,71791 0,71791
Idade (anos) P -0.45928 -0,65129 -0,50077 0,75191 0,65129 0,93856 0.65129 0.65129 0,93856 0.65129 0,37987 0,37987
Idade (anos) p-valor 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Hemacias (milhesimm?)  p -0,52072 -0,58985 -0,64414 0,56043 0,56985 1,00000 0.58985 0,58985 1,00000 0,58985 0,21800 0,21800
Hemacias (milhes/mm?)  p-valor 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00085 0,00085
Hemoglobina (mg/dL) p -0.49771 -0.63033 -0.58146 0.67664 0.63033 0.98452 0.63033 0.63033 0.98452 0.63033 0.30364 0.30364
Hemoglobina (mg/dL) p-valor 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
Hematécrito (%) p -0.52072 -0,58985 -0.64414 0.58043 0,58985 1,00000 0,58985 0,58985 1,00000 0,58985 0.21800 0,21800
Hematécrito (%) p-valor 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00000 - 0,00000 0.00085 0,00085
VCM (fL) p 0,52072 0,58985 0,64414 058043 0,58985 -1,00000 0,58985 058985 -1,00000 -0,58985 -0.21800 -0,21800
VCM (fL) p-valor 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00085 0,00085
HCM (pg) p 0,52072 0,58985 0,64414 -0,58043 0,68985 -1,00000 0,68985 -0,58985 1,00000 -0,58985 -0,21800 -0,21800
HCM (pg) pvalor 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00085 0,00085
CHCM (%) P 0.48508 -0,59633 0.48508 0,82960 0,59633 0,88609 0.59633 0,59633 0,88609 0.59633 0.48709 0.48709
CHCM (%) p-valor 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Leucécitos (célulasimm®) 1,00000 -0,35943 0,95851 -0,71850 0,35943 -0,52072 0.35943 0,35943 -0,52072 0,35943 -0,77814 -0,77814
Leucécitos (célulasimm®)  p-valor - 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Neutrofilos Segmentados (%) p -0,35943 1,00000 -0,23708 -0,09604 -1,00000 -0,58985 -1,00000 -1,00000 -0,58985 -1,00000 0,35798 0,35798
Neutrofilos Segmentados (%) p-valor 0.00000 - 0,00028 0,14563 - 0,00000 - - 0,00000 - 0,00000 0,00000
Eosinofilos (%) p 095851 -0,23708 1,00000 -0,58043 0.23708 -0.64414 0.23708 0.23708 -0,64414 0.23708 -0,57386 -0,57386
Eosinofilos (%) p-valor 0.00000 0.00028 - 0.00000 0.00025 0.00000 0.00028 0.00028 0.00000 0.00028 0.00000 0.00000
Baséfilos (%) p -0.71850 -0,09604 -0,58043 1,00000 0,09604 0,58043 0,09604 0,09604 0.58043 0,09604 0,85999 0,88999
Baséfilos (%) p-valor 0,00000 0,14563 0,00000 - 0,14563 0,00000 0,14563 0,14563 0,00000 0.14563 0.00000 0,00000
Linfocitos (%) p 0,36943 -1,00000 0.23708 0,09604 1,00000 0.58985 1,00000 1,00000 0.58985 1,00000 -0,36798 -0,35798
Linfocitos (%) p-valor 0.00000 - 0,00028 0,14563 - 0,00000 - - 0,00000 - 0,00000 0,00000
Monbcitos (%) p 0,52072 -0,58985 0,64414 0,58043 0,58985 1,00000 0.58985 0,58985 1,00000 0,58985 0,21800 0,21800
Monécitos (%) pvalor 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00085 0,00085
Plaqustas (107mm?) p 0,35943 -1,00000 0,23708 0,09604 1,00000 0,58985 1,00000 1,00000 0,58985 1,00000 0,35798 -0,35798
Plaquetas (10/mm?) p-valor 0.00000 - 0,00028 0,14563 - 0,00000 - - 0,00000 - 0,00000 0,00000
tColesterol (mg/dL) p 0,35943 1,00000 0,23708 0,09604 1,00000 0,58985 1,00000 1,00000 0,58985 1,00000 0,35798 -0,35798
tColesterol {mg/dL) p-valor 0.00000 - 0,00025 0,14563 - 0,00000 - - 0,00000 - 0,00000 0,00000
LDL {mgidL) P -0,52072 -0,58985 -0,64414 0,56043 0,56985 1,00000 0.58985 0,58985 1,00000 0,58985 0,21800 0,21800
LDL {mgidL) pvalor 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00085 0,00085
HDL (mg/dL) p 0,35943 -1,00000 0,23708 0,09604 1,00000 0,58985 1,00000 1,00000 0,58985 1,00000 -0,35798 -0,35798
HDL (mg/dL) p-valor 0.00000 - 0.00028 0.14563 - 0.00000 - - 0.00000 - 0.00000 0.00000
VLDL (mg/dL) p -0,77814 0.35798 -0,57386 0.56999 -0,35796 0.21800 -0,35796 -0,35798 0.21600 -0.35798 1,00000 1,00000
VLDL (mg/dL) p-valor 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00085 0,00000 0,00000 0,00085 0,00000 -~ -

Triglicerideos (mg/dL) p 0,77814 0.35798 057386 0.88999 0,35798 0.21800 0,35798 -0,35798 0.21800 -0,35798 1,00000 1,00000

Triglicerideos (mg/dL) p-valor 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00085 0.00000 0.00000 0.00085 0.00000 - -




Fonte: préprio autor.
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Tabela 5 - Andlise do indice de correlagéo de Spearman p das variaveis em relagcdo aos parametros
de estabilidade dx e Hsg

Parametros de

estabilidade

Correlagao forte

Correlagao média
Ipl>0,7

0,3< |p| <0,7

Correlacéo fraca

Correlagao direta
0<Ipl<0,3

p positivo

Correlagio inversa
p negativo

dx

H50

Idade, Hemacias, Hemoglobina,
Hematécrito, VCM, HCM, CHCM,
Neutréfilos Segmentados,
Linfécitos, Monécitos, Plaquetas,
t-Colesterol, LDL, HDL

Amin, Amax,
Leucdcitos, Eosindfilo,
Basofilos, VLDL

Neutrdfilos
Segmentados,
Linfécitos, Plaquetas, t-
Colesterol, HDL

Amin, Amax, Idade, Hemacias,

Hemoglobina, Hematderito, VCM,

VCM, HCM, CHCM, Monécitos,
LDL, VLDL, Triglicerideos

Amax, ldade, Hemacias,
Hemoglobina, Hematocrito,
CHCM, Neutréfilos
Segmentados, Basdfilos,
Monécitos, LDL, VLDL,
Triglicerideos

H50, Absorbancia (540 nm)

Amax, VCM, HCM,
Neutréfilos Segmentados,
Basdfilos, VLDL,
Triglicerideos

Absorbéancia (540 nm),
Leucdcitos, Eosindfilos,
Basofilos

Amin, Absorbancia (540 nm),
VCM, HCM, Leucdcitos,
Eosindfilos, Linfocitos,
Plaquetas, t-Colesterol, HDL

Amin, Absorbancia (540 nm),
|dade, Hemacias,
Hemoglobina, Hematéerito,
CHCM, Leucécitos,
Eosindfilos, Linfocitos,
Plaquetas, t-Colesterol, HDL

Fonte: préprio autor.



55

6.  DISCUSSAO

O teste FOE avalia a estabilidade da membrana de eritrocitos em funcédo da
concentracdo de um agente caotrépico, neste caso, do surfactante LAS em
concentracdo salina constante de 0,9 g/dL. Como mencionado, foi utilizado nos
experimentos o principal componente do LAS, o DBSNa, para estudar as
consequéncias do LAS a homeostase celular. Dessa forma, assumiu-se que 0S
resultados dos experimentos do DBSNa sdo equivalentes aos resultados que iriamos
obter utilizando LAS como agente caotropico.

Em meio de caotropico crescente, as hemacias perdem a sua homeostase de
membrana até romperem-se (lise celular), levando a lise celular e liberacdo de
hemoglobina. Por essa razéo, espera-se que ao realizar a leitura de absorbancia, na
regido do visivel a 540 nm, a concentracdo de hemoglobina liberada se ajuste a uma
curva sigmoidal ao variar a concentracao do caotropico (LAS), causando stress as
células com o surfactante. Os experimentos foram realizados usando concentracéo
de LAS crescente até que obtivéssemos lise das hemacias e provocasse medidas de
absorbancia entre 0 até aproximadamente 1,2, valor maximo de absorbancia relativo
a concentracéo de surfactante Xmax = 580,2971 uM (DL1oo) que foi capaz de provocar
100% de lise nos eritrocitos.

Como objetivo principal deste trabalho, encontrou-se a concentracdo de
surfactante capaz de provocar 50% de lise dos eritrdcitos, equivalente ao DLso (Dose
letal 50%), indice de Toxicidade Aguda evidenciado como “Informagdes
Toxicologicas” nas FISPQs (Ficha de informacbes de seguranca de produtos
guimicos) conforme regulamento do Comité Brasileiro de Quimica, obedecendo a
norma ABNT NBR 14725-4:2009 (ABNT, 2009). Nao foram encontrados na literatura
DLso para DBSNa (ANIDROL, 2015, LABSYNTH, 2017). Entretanto, foram
encontrados valores de toxicidade aguda para LAS de DLso (oral, ratos) = 1470 mg/kg
peso corporeo (USIQUIMICA, 2009), DLso (oral, ratos)= 775 mg/kg peso corpoéreo,
DLso (dérmico, coelhos)= 2000 mg/kg peso corpéreo (DETEN, 2019, QUIMICLOR,
2016) e DLso (oral, ratos)= 1500 mg/kg peso corpéreo (GARDEN, 2013). As
divergéncias que podem ser vistas aqui refletem o fato de que o LAS é uma mistura
de varios componentes e, por isso, as variagcbes de composi¢cao percentual podem

refletir em diferentes indices de toxicidade, motivo pelo qual o presente trabalho optou
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por usar o DBSNa (substancia pura) para que os resultados pudessem ser melhor
interpretados e as inferéncias ao LAS fossem mais seguras.

O x0, ou Hsp, ou DLso encontrado de DBSNa/LAS para humanos foi de
447,6324 pM, e, considerando a densidade do sangue humano como
aproximadamente 1 kg/L, obtemos 0,4476 mmol/kg peso sanguineo ou 0,4476 mmol/L
de sangue. Ou seja, esta concentracao presente na corrente sanguinea podera causar
a morte de 50% das células do sangue. Para efeitos de comparacédo, adotando como
unidade biologica mmol/kg, identificou-se o equivalente ao DLso referente & ingestao
oral do LAS (Massa molar=322 g/mol) para ratos: (A) 4,5652 mmol/kg peso corpéreo
(USIQUIMICA, 2009), (B) 2,4068 mmol/kg peso corpéreo (DETEN, 2019,
QUIMICLOR, 2016) e (C) 4,6584 mmol/kg peso corpéreo (GARDEN, 2013). Neste
caso, a unidade bioldgica € quilos de massa corporal de ratos, dessa forma, podemos
interpretar como sendo as concentracdes que quando ingeridas por 100 ratos causaria
a morte de 50% da populacgéo (50 ratos). Também foi identificado o DLso referente ao
contato dérmico em coelhos, em (D) 6,2112 mmol/kg de peso corpdreo que causaria
a morte de 50% da populacdo dos coelhos em contato com LAS através da pele.
Comparando-se o resultado de DLso avaliado por meio do sangue humano e aqueles
avaliados em cobaias (ratos e coelhos), encontramos resultados de DLso para as
cobaias em (A) 10,19 vezes maior que o DLso para as heméacias humanas, em (B)
5,37 vezes maior que o DLsp para as hemécias humanas, em (C) 10,40 vezes vezes
maior que o DLso para as hemacias humanas e em (D) 13,87 vezes maior que 0 DLso
para as hemacias humanas. Assim, podemos inferir que os prejuizos a saude humana
nao sdo bem avaliados por meio de experimentos feitos com cobaias visto que
eritrécitos humanos parecem ser bem mais sensiveis.

Resgatando-se informacdes de doses que possivelmente podem ser ingeridas
por dia da literatura, APARICIO et. al. (2017) afirma que o pior cenario para ingestao
diaria de LAS seria 14 pg/dia para ingestao de vegetais folhosos e 4,7 ug/dia para
ingestao de tubérculos. Construindo uma analogia dessas doses diarias de ingestao
de LAS e, considerando exposicéo unica, absorcao de 100% pela corrente sanguinea

e adotando que o organismo humano possui, em média, 5 L de sangue total, teriamos
8,6957x10° mmol/L de sangue de LAS (Massa molar=322 g/mol) ingeridos

diariamente através de vegetais folhosos e 2,9193 x1 0 mmol/L de sangue ingeridos

diariamente através de tubérculos. Relacionando essas concentracdes com o DLso do
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LAS encontrado experimentalmente, 0,4476 mmol/L de sangue, as concentracdes
calculadas ingeridas diariamente sdo 1.9426 x10™° vezes menor para vegetais

folnosos e 6.5215x10° vezes menor para tubérculos que a concentracdo capaz de
causar 50% de lise das hemacias totais.

Ou seja, considerando a dose diaria calculada por APARICIO et. al. (2017),
podemos afirmar que ndo haveria riscos significativos a saude das hemacias. Porém,
a ingestao de vegetais folhosos e tubérculos ndo pode ser considerada uma exposi¢ao
Unica, j& que a populagéo brasileira, ingere esses tipos de alimentos diariamente,
tornando esta uma exposi¢cao repetida cronica. Em muitos casos, os efeitos toxicos
gue se manifestam apds exposicdo Unica sdo muito diferentes dos produzidos por
exposicoes repetidas. (EATON; GILBERT, 2012) Portanto, sugere-se posteriores
estudos para melhor definicdo dos impactos toxicolégicos que a ingestdo cronica
repetida de LAS pode causar ao equilibrio das células sanguineas.

Paralelamente, através da matriz de correlacdo de Spearman encontrou-se
correlagdes significativas ja vistas na literatura, como por exemplo correlagcéo inversa
de t-Colesterol e Hsy que nas Tabelas 3 e 4 mostra-se forte. Essa correlacdo nos
revela que quanto maior o t-Colesterol, maior estabilidade. Esta correlacdo era
esperada e ja foi evidenciada em outros trabalhos, o que corrobora para afirmar que
nosso meétodo foi aplicado corretamente. Entretanto, também foi encontrada a
correlacdo inversa de t-Colesterol e dX que nas Tabelas 3 e 4 demonstra ser grau
médio, o que contradiz o que é encontrado na literatura. Acreditamos que seja devido
ao tamanho amostral limitado e a variabilidade dos individuos. Variadas outras
correlagdes foram encontradas e, apesar de ndo serem o escopo desse trabalho,
abrem portas para estudos posteriores em que as variaveis externas moduladoras
podem ser avaliadas e assim verificarmos existéncia ou nao de efeitos externos sobre

os resultados aqui apresentados.
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7.  CONCLUSAO

Com o objetivo de avaliar os efeitos citotéxicos do LAS, por meio do teste FOE,
esse estudo foi capaz de verificar que os dados de DLsp do LAS encontrados na
literatura utilizando-se cobaias ndo sdo seguros quando comparados as
concentracfes capazes de provocar o inicio da hemoélise (Xmin ou NOAEL) e 50% da
hemdlise (Hs¢/x0/DLso) de humanos. Os valores de DLso para cobaias sdo da ordem
de 5,3 a 13,8 vezes maiores do que o encontrado experimentalmente para humanos.
Portanto, podemos inferir que os prejuizos a saide humana ndo sao bem avaliados
por meio de experimentos feitos com cobaias visto que eritrécitos humanos parecem
ser bem mais sensiveis. Também se comprovou que a quantidade de LAS residual
encontrada em vegetais folhosos e tubérculos ndo é considerado toxica, ou seja, ndo
provoca mudancas negativas na estabilidade dos eritrécitos humanos.

Estudos de correlagcéo entre parametros de estabilidade eritrocitaria e variaveis
externas moduladoras do eritrograma, série branca, lipidograma e variaveis
individuais foram realizados e foram encontradas correlacées ja descritas na literatura,
como a correlacdo inversa de Hsy e t-Colesterol, bem como outras que se deve
investigar. Sugere-se que outros estudos para avaliar detalhadamente essas

correlagdes sejam realizados futuramente.
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