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RESUMO

DE ALMEIDA, Diogo Albuquerque. VIEIRA, Marjorie Emanoeli Lopes.
Avaliacdo preliminar da genotoxicidade de filtro solar comercial em Astyanax
sp.Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Quimica Tecnoldgica
com Enfase em Ambiental). Universidade Tecnol6gica Federal do Parana,
Curitiba, 2013.

O aumento na producdo e consumo, nas Uultimas décadas, de produtos
contendo compostos responsaveis por absorver e/ou refletir a radiacdo UV, tem
levantado duvidas quanto aos impactos desses compostos no ambiente, de
modo especial o ambiente aquatico. Sendo assim, é de fundamental
importancia a realizacdo de estudos que caracterizem os efeitos dos filtros
solares nesse ambiente, permitindo que medidas sejam tomadas para a
manutencdo da qualidade dos recursos hidricos e sua biodiversidade. Estudos
anteriores visaram a quantificagdo dos filtros solares em corpos d’agua, bem
como seus efeitos tOxicos em organismos aquaticos, porém seus efeitos
genotodxicos ainda sdo pouco conhecidos. Portanto, o presente trabalho teve
como objetivo principal avaliar o potencial genotoxico de um protetor solar
comercial, contendo os filtros solares benzofenona-3 e p-metoxicinamato de
octila, utilizando peixes da espécie Astyanax sp como organismos-teste. A
genotoxicidade foi avaliada pelo ensaio cometa, o qual detecta danos no DNA
de organismos expostos a poluentes, que podem, em longo prazo, constituir
mutagenicidade, carcinogenicidade ou letalidade. Foram realizados dois
bioensaios, um agudo e um subcrénico com duracdo de 4 e 21 dias,
respectivamente. Para isso, 0s exemplares de peixes foram dividos em cinco
aquarios diferentes e expostos ao protetor solar através da sua dissolucdo na
agua. Cada aquario recebeu uma concentracdo diferente do protetor solar,
sendo elas: 10, 100 e 1000ug/L de p-metoxicinamato de octila e 23, 233 e 2333
Mg/L de benzofenona-3 (Aquario 1, 2 e 3, respectivamente). Dois aquarios
foram utilizados para os grupos controle, um contendo somente agua filtrada e
outro contendo a base do protetor solar dissolvida em agua, sem a presenca
dos filtros solares. Apds o tempo de exposicao os peixes foram anestesiados e
sacrificados e realizou-se 0 ensaio cometa com seus eritrocitos. Através da
analise estatistica dos escores pelo teste de Kruskal-Wallis, no bioensaio
agudo foram observadas diferencas significativas entre o grupo controle agua e
os Aquarios 1, 2 e 3. No bioensaio subcrdnico foi verificada a mortalidade de 11
individuos no decorrer dos vinte e um dias de exposicdo, ocorrida no grupo
exposto a maior concentracdo, Aquario 1. A analise estatistica dos escores no
bioensaio subcrénico mostrou diferenca significativa entre os grupos controle
agua e os Aquarios 1, 2 e 3, assim como entre o controle gel e as diferentes
concentracbes. Esses resultados sugerem que o protetor solar pode causar
danos ao DNA de Astyanax sp, tanto na exposicdo aguda, quanto na
subcronica.

Palavras-chave: Filtro solar. Benzofenona-3. p-metoxicinamato de octila.
Ensaio cometa. Genotoxidade. Astyanax sp.



ABSTRACT

DE ALMEIDA, Diogo Albuquerque. VIEIRA, Marjorie Emanoeli Lopes.
Preliminary evaluation of genotoxicity of comercial sunscreens in Astyanax
sp.Senior Research Project (Bachelor of Chemistry). Federal University of
Technology — Parana, Curitiba, 2013.

The increase in production and consumption, in the last decades, of products
containing compounds responsible for absorbing and/or reflecting UV radiation,
has raised concerns about the impacts of these compounds in the environment,
especially the aquatic environment. Therefore, it is of fundamental importance
to study the effects of sunscreens in this environment, allowing measures to be
taken to maintain the quality and biodiversity of water resources. Previous
studies aimed at the quantification of sunscreens in water bodies, and their toxic
effects on aquatic organisms, but their genotoxic effects are still poorly
understood. For this reason, this study aimed to evaluate the genotoxic
potential of a commercial sunscreen containing sunscreens benzophenone -3
and ethylhexyl methoxycinnamate, using fishes Astyanax sp as test organisms.
The genotoxicity was assessed by comet assay, which detects DNA damage in
organisms exposed to pollutants which, in long term, may cause mutagenicity,
carcinogenicity or lead to lethality. There were two bioassays, an acute and
subchronic, lasting 4 and 21 days, respectively. Then, the fish specimens were
divided into five tanks and exposed to sunscreen by dissolving it in water. Each
tank received a different concentration of sunscreen, as follows: 10, 100 and
1000ug/L of ethylhexyl methoxycinnamate and 23, 233 and 2333 ug/L of
benzophenone-3 (Tank 1, 2 and 3). Two tanks were used for control, one of it
containing filter water and another containing only the base of the sunscreen
dissolved in water, without the UV-filters. After the exposure time, the fishes
were anesthetized and sacrificed and the comet assay was held with their
erythrocytes. Through statistical analysis by Kruskal-Wallis test, the acute
bioassay showed significant differences between the control group and the
Tanks 1, 2 e 3. In subchronic bioassay was observed mortality of 11 individuals
during the twenty-one days of exposure, which occurred in the group exposed
to the highest concentration, Tank 3. Statistical analysis of the subchronic
bioassay showed significant difference between the control groups and Tanks
1, 2 e 3, as well as between the control and the different gel concentrations.
These results suggest that sunscreen may cause DNA damage in Astyanax sp,
both in acute exposure, as in the subchronic.

Keywords: Sunscreen. Benzophenone-3. Ethylhexyl methoxycinnamate.
Single cell gel electrophoresis assay. Comet assay. Genotoxicity. Astyanax sp.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tém ocorrido um aumento da conscientiza¢do dos
riscos decorrentes da exposicdo da pele a radiacdo ultravioleta,
consequentemente, houve um aumento da utilizacdo de produtos de protecéo
solar, bem como da preferéncia de produtos com fatores de protecédo solar
mais elevados.

Apenas no ano de 2010 as pessoas ao redor do mundo gastaram cerca
de 8,2 bilhdes de ddlares em produtos de protecdo solar, enquanto no Brasil
foram gastos 1,1 bilhdes de dblares. Tendo em vista que o consumo per capita
desses produtos em 2009 dobrou em relacdo ao ano de 2004 (ABIHPEC,
2010) e as recorrentes recomendacdes das autoridades de saude sobre a
prevencao do cancer de pele atraves da utilizacdo de compostos de protecao
solar, é seguro afirmar que as quantidades produzidas e consumidas tendem a
aumentar cada vez mais.

Esse aumento da utilizacdo de protetores solares leva a uma maior
producédo e consumo de compostos responsaveis por absorver e/ou refletir a
radiacdo UV (como a benzofenona-3 e o p-metoxicinamato de octila),
levantando questdes sobre o impacto desses compostos no ambiente.

Tais compostos podem ser introduzidos no ambiente através do efluente
de atividades industriais nas quais estédo presente, da liberacédo da pele durante
0 banho e natacao, e de residuos em embalagens destinadas incorretamente,
mesmo apoés a passagem por estacdes de tratamento (POIGER et al., 2004).

Além disso, essas substancias ndo sdo exclusivas da formulacdo de
protetores solares. Podem ser encontradas em outros cosmeéticos e produtos
de higiene pessoal, embalagens de alimentos, medicamentos, plasticos,
produtos téxteis e produtos de manutencéo de veiculos que tém como objetivos
evitar a fotodegradacédo de polimeros e pigmentos (GAGO-FERRERO et al.,
2012).

Varios estudos tém demonstrado a ocorréncia de filtros solares em
matrizes ambientais. Devido as suas propriedades fisico-quimicas, € esperado
gue se acumulem nos sedimentos, o que € considerado como a principal via de

exposi¢cdo aos organismos bentdnicos. No entanto, maior atencdo é dada para
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amostras de agua, nas quais foram encontradas concentracdes maximas de
até 4 mg/L. Os filtros UV sé@o encontrados ndo s6 em agua doce, mas também
em ecossistemas marinhos (KAISER et al., 2012).

E importante ressaltar que além de confirmar a presenca e até mesmo
guantificar essas substancias, a avaliacdo dos efeitos e impactos nos
organismos que foram expostos aos filtros solares é fundamental. Nesse
sentido, um parametro importante que deve ser estudado é o genético. A
exposicdo ao xenobidtico pode causar alteracbes na estrutura e disposicao dos
cromossomos ou das bases do DNA (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

Um dos ensaios que pode ser utilizado para avaliar parametros de
genotoxicidade é o ensaio cometa, que € uma técnica rapida, sensivel e visual
para analisar rupturas no DNA. E particularmente util na medida em que
permite a deteccéo de danos no DNA entre diferentes células, em virtualmente
qualquer populacdo de célula eucarionte, exige amostras de células
extremamente pequenas e 0s resultados podem ser obtidos num unico dia
(MCKELVEY-MARTIN et al., 1993).

Biomarcadores sédo considerados fluidos corporeos, células ou tecidos
gue indicam (em termos bioquimicos, celulares ou moleculares) a presenca de
contaminantes, bem como, respostas fisiolégicas, comportamentais ou
energéticas dos organismos expostos ao contaminante (LIVINGSTONE, 1993).
Nesse sentido, o ensaio cometa é um importante biomarcador genético, pois
aponta possiveis quebras na dupla-fita de DNA.

O uso de peixes em ensaios ecotoxicolégicos é bastante difundido
devido a maneira similar que os peixes respondem aos contaminantes quando
comparado a outros vertebrados. Além disso, podem indicar o potencial de
exposicao ou atuarem como meio de transferéncia dos contaminantes a outras
populacdes, como por exemplo, a populacdo humana (AL-SABTI; METCALFE,
1995).

Com relacéo aos filtros solares, inumeros trabalhos vém quantificando
esses compostos em diferentes matrizes: aguas superficiais, aguas
recreacionais, agua do mar, sedimentos e agua em estacdes de tratamento de
esgoto (BALMER et al., 2005; RODIL et al., 2009; KAMEDA et al.,, 2011;
PLAGELLAT et al., 2006; GIOKAS et al., 2005). No entanto, as consequéncias

para 0 meio aquatico permanecem incertas, devido a falta de estudos in vivo
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com espécies adequadas. Considerando as concentracdes notaveis no
ambiente, ha apenas um conhecimento limitado sobre os efeitos
ecotoxicoldgicos e toxicologicos desses filtros UV (KAISER et al., 2012).

Assim, apesar de amplamente utilizados, h&4 escassez de dados e
compreensao extremamente limitada sobre o destino, distribuicdo e efeitos dos
filtros UV e muitos de seus metabdlitos e produtos de transformagédo. De modo
especial, os dados ecotoxicologicos, que sdo fragmentérios e ndo permitem
avaliar o risco potencial representado por essas substancias para o0s
ecossistemas aquaticos (KAISER et al., 2012), tendo em vista que inlmeros
estudos demonstram que filtros UV estdo presentes em peixes e corpos de
aguas superficiais (POIGER et al., 2004).

A luz do aumento das preocupac¢des com o que alguns filtros UV podem
causar e, devido as quantidades significativas desses produtos quimicos que
sdo utilizados hoje em dia, existe uma necessidade de um melhor
conhecimento dos seus efeitos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
existéncia de danos genotoxicos em peixes quando expostos a diferentes

concentracdes de protetor solar.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante da grande quantidade de protetores solares utilizados e da
deteccdo desses compostos em corpos de aguas superficiais, aliados a
escassez de informacdes de efeitos dos filtros UV e muitos de seus metabdlitos
e produtos de transformacdo, realizaram-se bioensaios para avaliagdo

preliminar da genotoxicidade de filtro UV comercial em peixes Astyanax sp.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a genotoxicidade preliminar do filtro UV comercial em peixes de

agua doce (Astyanax sp).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a genotoxicidade aguda do filtro UV benzofenona-3 e p-
metoxicinamato em peixes Astyanax sp, utilizando o ensaio cometa com
eritrocitos;

- Avaliar a genotoxicidade subcronica do filtro UV a genotoxicidade
aguda do filtro UV em peixes Astyanax sp, utilizando o ensaio cometa com

eritrocitos.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 BIOENSAIO, BIOTRANSFORMACAO, BIOACUMULACAO,
BIOINDICADOR E BIOMONITOR

O crescimento urbano e o desenvolvimento tecnolégico geram dividas
sobre as consequéncias dos impactos causados pela acdo antrépica nos
ecossistemas, aumentando o interesse da comunidade cientifica e das
agéncias reguladoras (BICKHAM et al., 2000). Diversos estudos relatam a
presenca de substancias toxicas em rios, principalmente naqueles onde ha
descarte de efluentes domésticos e industriais. Substancias toxicas podem
contaminar os organismos aquaticos individualmente, ou ainda o ecossistema
inteiro podendo atingir os seres humanos atraves da ingestdo desses
organismos durante a alimentacdo (VON BURG e LIU, 1993).

Bioensaios sdo ensaios laboratoriais, sob condi¢cbes controladas, que
utilizam organismos vivos ou partes deles para avaliar a toxicidade de efluentes
ou substancias quimicas. Podem ser observados efeitos letais, inibidores de
crescimento ou da reproducdo, modificacdo de comportamento, entre outros.
Os bioensaios ajudam a prever e/ou avaliar os efeitos de um xenobiotico, em
uma determinada concentracdo ou dosagem, em determinada espécie (KNIE;
LOPES, 2004).

Em bioensaios utilizando peixes, os métodos de exposicdo podem ser
por imersdo (0 agente toxico encontra-se dissolvido na agua), injecao
intraperitoneal ou via tréfica, na qual os animais recebem o0 contaminante
através da alimentacao. Na contaminacao por imersdo, os modos de exposicao
podem ser: estatico, semi-estéatico e dinamico (KNIE e LOPES, 2004).

O método mais utilizado é o estatico, no qual a amostra ndo é trocada e
0S organismos-teste permanecem expostos a mesma solucdo-teste durante
todo o periodo do ensaio. Podem ocorrer mudancas quimicas dependendo da
composicdo da amostra e da duracdo do teste (KNIE e LOPES, 2004). No
método semi-estatico a solucdo-teste é substituida, em intervalos de tempo

definidos, por outra solugdo com as mesmas caracteristicas. Este método
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encontra maior aplicagdo em testes com amostras ambientais pouco estaveis,
gue contém substancias volateis ou de baixa solubilidade. O método dinamico
consiste em expor os organismos a um fluxo continuo da amostra, sendo mais
adequado na medicdo de meios instaveis (substancias volateis), de amostras
com substancias de baixa solubilidade e para questdes de bioacumulacdo e
biotransformac&o. Uma desvantagem deste método é o elevado custo para sua
realizacéo (KNIE e LOPES, 2004).

Os ensaios de toxicidade sao classificados pelo tempo de exposicao,
concentragdo utlizada e efeito observado. Consideram-se ensaios de
toxicidade aguda aqueles que avaliam doses elevadas de contaminantes por
um curto periodo de exposicdo, variando entre 24 a 96 horas. Os testes agudos
detectam os efeitos imediatos, geralmente irreparaveis (KNIE e LOPES, 2004).

Devido ao intervalo de tempo que as caracteriza, as definicbes de
toxicidade subaguda e subcronica sédo controversas. Em geral, estudam os
efeitos adversos decorrentes da exposicdo a dose/concentracfes mdultiplas do
agente toxico por um periodo que ndo exceda 10% da vida do animal
(AZEVEDO e CHASIN, 2004).

Os ensaios de avaliacdo de toxicidade cronica avaliam os efeitos de
concentragcfes inferiores de xenobioticos por um periodo de exposicéo
prolongado, abrangendo parte significativa do ciclo de vida do organismo.
Observam-se mudancas na taxa de crescimento e reproducao, e danos que se
mostram apds um tempo maior, em alguns casos, apos varias geracdes (KNIE
e LOPES, 2004).

Assim como no meio ambiente, em condicdes laboratoriais as
substancias podem sofrer biotransformacdes apdés serem absorvidas.
Biotransformacdo pode ser definida como a conversdo de um composto
xenobidtico catalisada por enzimas que o tornam mais soluvel em &gua,
podendo desta forma ser excretado pela célula ou organismo mais facilmente
gue o composto original. Essa conversdo leva a diminuicdo da meia-vida
bioldgica, diminuicdo do armazenamento da substancia no organismo, além da
modificacdo na atividade biolégica. Em alguns casos, porém, a
biotransformacdo pode produzir compostos de maior toxicidade (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006).
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O fendmeno no qual certos is6topos, elementos ou ligas metalicas estao
presentes ou sao ingeridos pelos organismos em concentragcdes mais altas que
num determinado compartimento do ambiente, €& conhecido como
bioacumulacdo. A bioacumulacdo pode ser entendida como um termo superior,
gue engloba a bioconcentracéo (absorcéo direta pela pele, guelra ou pulméo) e
a biomagnificacdo (absorcdo por meio de ingestdo de agua ou alimentos)
(KNIE e LOPES, 2004). Devido a esse fendmeno, as concentragdes de
xenobioticos presentes nos organismos vivos podem exceder as concentracées
encontradas no meio abidtico (D’AMATO, 2002).

Bioindicadores ou indicadores biolégicos sdo organismos utilizados em
bioensaios, visando determinar o efeito bioldgico de alguma substéncia, fator
ou condicdo. A presenca ou auséncia de uma espécie em um habitat ou regiao
em particular também pode funcionar como um bioindicador das condi¢des
ambientais destes meios. No entanto, a composicdo das espécies ou a
abundancia relativa de seus componentes individuais da populacdo ou
comunidade sao consideradas em indice mais confiavel da qualidade da agua
(KNIE e LOPES, 2004).

Biomonitores sdo 0s seres vivos expostos a contaminagdo no ambiente
natural, normalmente, e a sua analise periddica caracteriza um
biomonitoramento. Os principais organismos utilizados como biomonitores séo
espécies de moluscos, peixes, anfibios, mamiferos e algas (RAMSDOREF,
2011). Peixes sdo amplamente utilizados devido a sua resposta similar aos
grandes vertebrados quando expostos a toxicos, servindo também para indicar
o potencial de exposicdo de populacdes humanas a toxicos quimicos, ja que
sdo o0s principais vetores em ambiente aquatico de transferéncia de
contaminantes para humanos (AL-SABTI e METCALFE, 1995).

4.2 FILTROS SOLARES

Filtros solares séo, por definicdo, eficazes na protecdo contra
gueimaduras solares e bronzeamento, além disso, proporcionam protecéo
contra danos no DNA induzidos pela agao da radiagédo UV (ROSEN, 2003).
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A primeira publicacdo que especificamente recomendava o uso de
protetor solar quimico foi feita em 1891. Nessa publicagdo, Hammer argumenta
sobre alguns efeitos da luz na pele, evidenciando que as queimaduras solares
séo efeito da radiacdo UV: “Materiais que previnem a radiacdo UV de atingir a
pele e causar eritema solar” (URBACH, 2001). Algum tempo depois, em 1928,
nos Estados Unidos, ocorreu a primeira utilizacdo comercial de protetor solar,
gue consistia em uma emulsdo de salicilato de benzila e cinamato de bezila
(SANTOS, 2007).

Atualmente, a composicao dos filtros solares € regulamentada por
diferentes 6rgaos ao redor do mundo. No Brasil, a regulamentacéo é feita pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), através da Resolucao -
RDC N° 47, de 16 de marco de 2006, que apresenta os filtros ultravioletas
permitidos para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, bem
como suas concentragbes maximas permitidas.

Os filtros solares podem ser divididos em dois grupos, filtros quimicos e
fisicos. Os filtros fisicos sdo compostos inorganicos, sendo 0s principais o
dioxido de titanio e o Oxido de zinco, que atuam refletindo ou absorvendo a
radiacdo UV. Ja os filtros quimicos absorvem a radiacdo UV e a liberam
novamente na regido do infravermelho, a maioria s&o compostos aromaticos
dissubstituidos: um grupo carbonila, cetona ou éster e, na posicéo orto ou para,
um grupo amina ou metoxila, que possuem carater doador de elétrons devido
ao par de elétrons livres (SANTOS, 2007). O Quadro 1 relaciona os principais
filtros UV orgéanicos e suas bandas de absorcéao.

De modo geral, de trés a oito diferentes filtros UV organicos sao
encontrados em protetores solares e, juntos, podem apresentar mais de 10%
da massa total do produto (BRAUSCH e RAND, 2011).
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Filtro UV Banda Absorvida
Derivados do PABA

Octil dimetil PABA uvB
Cinamatos

p-MEtoxicinamato de octila uUvB

Octocrileno UVA/UVB
Salicilatos

Salicilato de octila uUvB

Antranilatos

Antranilato de Metila UVA
Benzofenonas

Benzofenona-3 UVA/UVB
Dibenzoilmetanos

Avobenzona UVA
Derivados de Benzilideno canfora

Acido tereftalideno dicanfora sulfénico UVA

Trisiloxano de drometrizol UVA/UVB
Outros

Metileno-bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol | UVA/UVB

Bis-etilhexilofenol metoxifenil UVA/UVB

Quadro 1 - Filtros UV orgénicos e suas bandas de absorcéo
Fonte: Rosen, 2003.

O p-Metoxicinamato de octila e a benzofenona-3 sédo filtros UV
geralmente combinados em formulacdes de protetor solar, pois seus espectros
UV tém bandas de sobreposicdo (Fig. 1) e a mistura permite um bom fator de
protecdo solar (FPS) em toda a gama de radiacbes UVB e UVA (CHISVERT et
al., 2001).
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Figura 1 - Espectro de UV de solugdes etandlicas de benzofenona-3 6 mg.ml™ (---)
e p-Metoxicinamato de octila 6 mg.ml™ (—). Fonte: CHISVERT et al., 2001.

4.2.1 Benzofenona-3

Um dos compostos amplamente utilizado como filtro solar € a
benzofenona-3 (BZ-3) (Fig. 2), sendo primeiramente encontrada na formulacao
de protetores solares na década de 50 (GAGO-FERRERO et al.,, 2012). A
benzofenona-3 (2-hidroxi-4-metoxi-5 acido benzofenona) € uma substancia
lipofilica, que absorve radiacdo UVA e UVB, sendo que seu pico de absorcéo é
em 290 nm, apresenta uma solubilidade de 0,1g.L™, é sintetizada a partir da
reacdo entre o cloreto de benzoila e o 2-hidroxianisol (ROSEN, 2003;

SANTOS, 2007).

@) OH

SRS

Figura 2 - Benzofenona-3. Fonte: GAGO-FERRERO et al., 2012.

Apesar de ser comumente empregada na formulacdo de produtos

cosméticos, especialmente em protetores solares, a BZ-3 é capaz de induzir
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reacOes fotoalérgicas e estd incluida no kit de teste padrdo para alergias.
Dentre os absorvedores de UV utilizados comercialmente, esse composto é
descrito como o fotoalergénico mais comum (ROSEN, 2003). Além desse
potencial alergénico, ndo tém sido atribuidos outros efeitos adversos para a
saude humana.

Mesmo assim, a grande utilizacdo desse composto reflete numa
crescente preocupacdo sobre seus efeitos na salde humana e no meio
ambiente. Um estudo realizado nos Estados Unidos mostrou que em 96,8% de
2517 amostras de urina de pessoas de diferentes regides, sexo e idade, foi
possivel detectar a presenca de benzofenona-3 (CALAFAT et al., 2008).

Experimentos realizados em ratos e camundongos mostraram alteragdes
no figado, rins e 6rgaos reprodutivos, a partir de administracdo dérmica e oral
desse composto (CALAFAT et al., 2008).

4.2.2 p-metoxicinamato de octila

O p-metoxicinamato de octila (MCO) (Fig. 3), também conhecido como
2-etilhexil(2E)-3-(4-metoxifenil)prop-2-enoato, octinoxato e p-metoxicinamato
de etilhexila, é o filtro mais amplamente utilizado em produtos cosméticos que
contam com protecéo solar. E eficaz na absor¢do de UVB entre 280-320 nm,
apresenta pico de absor¢cdo em 311nm, é lipofilico, tem um bom historico de
seguranca e é relativamente barato. O MCO é derivado do acido cinamato, um
acido graxo insaturado (CHENG et al., 1997).

O

/@/%)LO/\(\/\
HsCO

Figura 3 - p-metoxicinamato de octila. Fonte: GAGO-FERRERO et al., 2012.

E o filtro solar mais utilizado, sendo responséavel por 81% do mercado de

formulacdes de protetor solar em 2001 — porém informacfes mais recentes



23

sobre o consumo global destas substancias sdo muito escassas (AMINE et al.,
2012).

Sendo o filtro UV mais utilizado, inumeros trabalhos sdo feitos para
guantificar o MCO no ambiente, em diferentes locais ao redor do mundo e
diferentes matrizes, a Tabela 1 mostra alguns desses resultados. E
interessante ressaltar que essas quantidades no ambiente, variam muito
conforme a localizagdo e, numa mesma localizagdo, podem variar durante

periodo do ano.

Tabela 1 - Niveis de p-metoxicinamato de octila em ambientes aquéticos.

Matriz Localizacéo MCO Referéncia
Planta de
tratamento de Afluente Suica 0,5-19 Balmer et al.
2005
esgoto
Alemanha 1,732 Rodil et al. 2009
. Balmer et al.
Efluente Suica <0,010-0,1 2005
Alemanha Nd Rodil et al. 2009
~ Kameda et al.
Japéao 0,012 2011
Lodo de Esgoto Suica 0,010-0,390 Plagellat et al.
2006
Aguas . N Kameda et al.
superficiais Riacho Japéao 0,021-0,260 2011
~ Kameda et al.
Lago Japao 0,018 2011
Rio (altamente = Kameda et al.
poluido) Japao 0,125-1,040 2011
Rio
(moderadamente Japéao 0,012-0,91 Kameda et al.
. 2011
poluido)
Agugs . Piscinas Grécia 0,0045 Giokas et al.
recreacionais 2004
. Lambropoulou et
Grécia 0,0038-0,0044 al. 2002
. Poiger et al.
Lagos Suica 0,002-0,026 2004
Alemanha 3,009 Rodil et al. 2009
Agua do Mar chano Pacifico Polinésia 0,013-0,092 Goksoyr et al.
(microcamada) 2009
Sedimentos Rio (altamente . Kameda et al.
poluido) Japéo 0,0022-0,0096 2011
Rio
(moderadamente Japao 0,0038-0,030 Kameda et al.
. 2011
poluido)

Amostras aquosas e soélidas estdo expressas em pg.L™ e pg.g- em peso seco,

respectivamente.
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Além de ser quantificado em matrizes ambientais, o MCO é quantificado
em organismos, podendo alcancar niveis de até 337mg/kg de lipidios em
macroinvertebrados e peixes (Dreissena polymorpha, Salmo trutta) e até
701mg/kg de lipidio em bigua, uma ave marinha (Phalacrocorax sp.) (KAISER
et al., 2012).

Diferente da BZ-33, o MCO € descrito como um filtro solar bastante
seguro e com baixo potencial alergénico, mesmo assim, estudos mostram que
guando no meio ambiente o MCO pode trazer efeitos nocivos. Por exemplo,
causando atividades hormonais, que tem sido documentado in vitro, bem como
in vivo. Um estudo realizado em 2010 mostrou que o MCO induziu uma
diminuicdo de espermatécitos nos testiculos e ovécitos nos ovarios de peixe-
zebra (ZUCCHI et al., 2010). Outras observacbes sobre essas substancias
mostraram que MCO e BZ-3 estavam envolvidos no branqueamento de corais,
promovendo infec¢des virais (DANOVARO et al., 2008).

4.3 ENSAIO COMETA

Os agentes genotdxicos sdo capazes de interagir quimicamente com o
material genético, provocando adutos, alteracGes oxidativas ou mesmo quebras
na molécula de DNA (MIDIO e MARTINS, 2000). Normalmente as células
podem reparar lesdes no DNA através de diferentes processos ou estas podem
ser eliminadas. O DNA danificado e ndo reparado pode dar origem a defeitos
na transcricAio e replicacdo da molécula, provocando mutacdes
(KORNHAUSER et al., 1991). Efeitos genotéxicos podem se manifestar mesmo
em concentracbes muito baixas de substancias, podendo refletir na
reproducao, vida embrionaria, desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia
de organismos. Podem ter ainda relacdo com carcinogénese, defeitos
hereditarios por mutacdes, teratogénese e patologias de fundo genético (DI
PAOLO, 2006).

Assim, diferentes testes citogenéticos tém sido utilizados para avaliar o
potencial genotoxico e mutagénico de substancias presentes nos ecossistemas

aquaticos. Dentre as metodologias utilizadas para avaliar danos no DNA o
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ensaio cometa tem recebido grande destaque devido sua capacidade de
detectar lesdes pré-mutagénicas sendo extensamente utilizado para detecgéo
de genotoxicidade (KAMMANN et al., 2001).

O ensaio cometa (Single-Cell Gel Eletrophoresis — SCGE, eletroforese
em gel de células individuais) é utilizado para verificar lesées genémicas que,
caso nao sejam reparadas, podem ser processadas dando origem a mutagcdes
(GONTIJO e TICE, 2003). Este método tem sido amplamente utilizado como
ensaio de toxicidade de produtos industriais, farmacéuticos e agroquimicos e
outras substancias, para detectar danos e reparos do DNA em células
individuais.

A maior vantagem do ensaio cometa € sua alta sensibilidade a vérios
tipos de danos no DNA (BUCKER et al., 2006). E um método rapido, de baixo
custo, seguro e de execucéo relativamente simples. Outras vantagens incluem:
a deteccdo de danos em células individuais; o baixo numero de células
necessario para a realizacdo do ensaio; pode ser realizado com qualquer tipo
de célula eucariotica nucleada (LEE e STEINERT, 2003).

O principio basico do ensaio cometa é a migracao eletroforética do DNA
em matriz de agarose, apos ter sido liberado através da lise de membranas
celulares e proteinas nucleares, provocada por uma solucdo detergente. O
DNA, maior e mais pesado que o restante dos componentes celulares,
permanece retido numa estrutura residual semelhante a um nucleo, chamada
de nucledide. Em caso de quebras na molécula de DNA a estrutura do
nucleoide é alterada devido a migracao crescente dos fragmentos de DNA em
direcdo ao anodo, resultando em uma estrutura semelhante a cauda de um
cometa. Caso o dano de DNA seja pouco ou inexistente a célula nao
apresentara cauda (VILCHES, 2009).

Os cometas resultantes necessitam passar por uma coloracao, que pode
ser feita por técnicas de fluorescéncia, em que séao utilizados brometo de etidio,
iodeto de propidio ou syber green, ou por histotécnica convencional com sal de
prata. Ambos os métodos possuem vantagens e limitacdes. As limitacdes do
método por fluorescéncia incluem a necessidade de um microscopio para
analise de material fluorescente e a dificuldade de armazenamento das laminas
para observacao posterior, ja que a coloracédo perde sua fluorescéncia em um

dia. Outra desvantagem é a toxicidade de alguns reagentes, como o brometo
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de etidio, que € mutagénico e pode ser cancerigeno sob exposi¢ao cronica. A
analise com coloracdo com sal de prata pode ser feita com microscopio optico
convencional e as laminas podem ser armazenadas, porém, formam residuos
escuros depositados sobre a lamina que dificultam a leitura dos nucleoides
(BRIANEZI et al., 2009).

Existem duas versdes do ensaio cometa: uma neutra, menos sensivel,
porque detecta apenas lesdes de fita dupla de DNA, e a alcalina desenvolvida
por SINGH et al. em 1988, de maior utilizacdo por detectar os diversos tipos de
lesdes de DNA, como quebras de fita simples, quebras de fita dupla, sitios
alcali-labeis, sitios abasicos, excisao de sitios incompletos de reparo e ligacbes
cruzadas (BRIANEZI et al., 2009).

O grau de dano no DNA pode ser analisado de varias maneiras, como a
guantidade de DNA na cauda, o comprimento da cauda e a porcentagem de
células com diferentes classes de danos (TICE, 1995).

4.4 PEIXES COMO ORGANISMOS-TESTE

Peixes sdo organismos que apresentam vantagens para estudos de
citogenotoxicidade: possuem eritrécitos nucleados, o que possibilita a
realizacdo de diversas técnicas com amostras sanguineas, sem que seja
preciso macerar ou separar enzimaticamente células de tecidos solidos; sao
bioconcentradores, apresentando resposta mesmo a baixas concentracfes de
poluentes ambientais; respondem a agentes toxicos de maneira similar a
vertebrados superiores; podem ser mantidos facilmente em laboratério e
expostos a substancias quimicas; sdo parte importante do fluxo de energia dos
ecossistemas costeiros e constituem um recurso alimentar humano de alto
valor protéico (VIGNARDI, 2012). Portanto, informacdes sobre a
genotoxicidade de xenobidticos nestes animais sao importantes tanto para a
conservacao do ecossistema como para a saude humana.

O uso de peixes como bioindicadores é de extrema importancia, pois
permite detectar precocemente problemas nos ecossistemas aquaticos (VAN

DER OOST et al.,, 2003). Além disso, informac¢des sobre a mutagenicidade
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causada por um xenobidtico em espécies nativas de peixes, pode ajudar a
preservar tais espécies (AL-SABTI e METCALFE, 1995).

O ensaio cometa tem sido aplicado em varios estudos utilizando
eritrécitos de varias espécies de peixes, devido a sensibilidade das células
sanguineas destes animais aos efeitos genotoxicos. Esta técnica também foi
aplicada em outros tipos de células pisceas, como hepatdcitos, células
branquiais, renais e intestinais (SOUZA e FONTANETTI, 2007).

4.5 Astyanax sp

Peixes do género Astyanax sédo conhecidos popularmente pelos nomes
de lambaris, piabas, lambari-guacu, mojarra, crioula, tabudo, piaba da lagoa
entre outros. Sao peixes de pequeno porte, de até 20cm de comprimento total
e chegam a pesar 40g (Fig. 4). Possuem ampla distribuicdo geografica, desde
0 sudoeste dos Estados Unidos até a bacia do rio da Prata. Sdo encontrados
em cabeceiras de riachos, rios e lagos, vivem em cardumes e realizam
migracdes curtas na epoca das cheias para sua reproducdo (MARCON, 2008).

Inicialmente o género Astyanax foi proposto por BAIRD e GIRARD
(1854) e uma revisdo mais completa do género foi realizada por EIGENMANN
(1921) e EIGENMANN (1927), validando 74 espécies e subespécies. GERY
(1977) enumerou uma lista de 62 espécies e subespécies em agua doce do
Brasil. Na revisdo mais recente, realizada por LIMA et al. (2003), 86 espécies
foram citadas e as poucas subespécies existentes foram elevadas a espécies.

A espécie Astyanax sp, descrita por GARUTTI e BRITSKI (2000),
pertence a seguinte divisdo taxonémica: Superclasse Osteichthyes, Classe
Actinopterygii, Infraclasse Teleostei, Superordem Osthariophysi, Subsérie
Characiphysi, Ordem Characiformes, Familia Characidae. Muitas espécies do
género Astyanax sdo morfologicamente parecidas tornando a sua separacao
taxondmica complexa (FERNANDES e MARTINS-SANTOS, 2004).

Esses lambaris sdo utilizados para consumo humano, porém nao
possuem grande valor comercial devido ao seu pequeno tamanho. Apesar

disso, possuem alto valor ecolégico como espécie forrageira (GODOY, 1975) e
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sdo considerados transformadores de particulas organicas em proteina, que
devera alimentar aves e peixes de niveis tréficos superiores (RAMSDORF,
2011).

Figura 4 - Exemplar de Astyanax sp. Barra = 3cm.

Fonte: RAMSDORF, 2007.
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5 METODOLOGIA

5.1 MATERIAS E REAGENTES

O protetor solar foi adquirido em farméacia de manipulagédo local. Os
peixes foram adquiridos de psicultura local. Os reagentes padrdo analitico e
materiais foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de Limnologia e
Ecotoxicologia da UTFPR.

O protetor solar foi manipulado para que a composicdo e suas
guantidades pudessem ser completamente conhecidas. O protetor foi
preparado com MCO e BZ-3, com concentracfes de 3% e 7% em massa,
respectivamente, em uma base de copolimero acrilato de sodio e lecitina 2% e

agua g.s.p. (nome comercial Lecigel™

), uma base gel-creme nao oleosa.

Considerando a escassez de estudos anteriores que avaliam a
genotoxicidade de filtros solares em peixes, as concentracbes dos
contaminantes foram determinadas a fim de varia-las amplamente visando
determinar parametros para trabalhos futuros.

As concentracbes utilizadas foram: 10 pug/L (Aquario 1), 100
ug/L(Aquario 2) e 1000 pg/L (Aquario 3), calculadas a partir do percentual de
MCO presente na composicdo do filtro solar, consequentemente as
concentracfes de BZ-3 aos que os organismos foram expostos foram de 23
ug/L  (Aquario 1), 233 pug/L (Aquario 2) e 2333 g/l (Aquario 3),

respectivamente. A massa de base Lecigel™

, utilizada no grupo controle
contendo somente a base do filtro, foi igual a massa de protetor solar utilizada

no bioensaio de maior concentracéo, 1000 ug/L.

5.2 BIOENSAIO

Os peixes, do género Astyanax sp (lambari), adquiridos comercialmente

de Psicultura, foram transportados para o Laboratério de Limnologia e
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Ecotoxicologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, onde foram
aclimatados a temperatura ambiente durante um més em tanques de 250 L
(Fig. 5), contendo &agua filtrada e aeracé@o constante. O laboratério possui
iluminagdo natural satisfatoria, sendo assim, a aclimatacdo e também os

bioensaios contaram com fotoperiodo natural.

Figura 5 - Tanque de aclimatacdo dos peixes.

Terminado o periodo de aclimatacdo os peixes foram transferidos para
cinco aquarios de 20 L de volume util, nos quais os bioensaios foram
realizados. Foram utilizados trés aquarios de vidro contendo diferentes
concentracbes de filtro solar adquirido comercialmente, de formulacdo
manipulada e fator de protecdo 15, que foi solubilizado em agua; um aquario
para o grupo controle, contendo somente agua da rede filtrada; e mais um
aquario para um segundo grupo controle contendo somente a base do protetor

solar — sem os principios ativos do protetor solar (Fig. 6).

Figura 6 — Aquarios durante os bioensaios.
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Em cada aquério foram colocados 15 exemplares de peixe, que foram
mantidos por diferentes tempos de exposi¢cao no bioensaio agudo e subcronico,
antes da coleta de sangue e realizacdo do ensaio cometa:

e Teste Agudo: o periodo de exposi¢cdo de 96 horas (4 dias);
e Teste Subcronico: o periodo de exposicdo de 21 dias.

No teste subcrdnico utilizou-se um método semi-estético, com renovacgao
parcial da substéncia-teste. Ou seja, 0s peixes passaram por sete ciclos de
manutencgao de trés dias cada um: no dia 1 os peixes eram alimentados; no dia
2, 30% da agua dos aquarios era renovada, juntamente com uma nova
concentragao proporcional do contaminante (protetor solar ou base); e no dia 3
nenhuma acao era realizada.

ApOs o periodo de exposicdo os peixes foram retirados dos aquarios e
colocados, um a um, em uma solucdo contendo 10% do anestésico p-
aminobenzoato de etila (benzocaina), que é um anestésico sem acao
mutagénica (GONTIJO et al.,, 2003). Quando totalmente anestesiados, 0sS
peixes tiveram o peso, 0 comprimento e 0 sexo de cada exemplar anotado.

Em seguida foram coletados 10uL de sangue de cada animal, que foram
transferidos para eppendorfs contendo 1mL de tampéao fosfato salino (PBS). O
material coletado foi armazenado em caixa térmica com gelo, para evitar que
as amostras fossem danificadas pela acdo de radiacdo de ondas de
comprimento ultravioleta, provenientes tanto da incidéncia de luz natural,

guanto de lampadas.

5.3 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa foi realizado baseado na metodologia descrita por

SINGH et al. (1988) com algumas modificacdes.
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5.3.1 Preparo das Laminas

Foram dissolvidos 1,5g de agarose normal em 100mL de tampéao fosfato
salino (PBS, pH 7.4) em um Erlenmeyer, sob agitacdo por duas horas. A
mistura foi levada ao forno microondas até que estivesse completamente
dissolvida.

Apo6s a sua solidificacdo em temperatura ambiente, a agarose foi picada
e levada novamente ao forno microondas. Este procedimento foi repetido mais
uma vez. A agarose resultante foi, entdo, mantida em banho-maria a 70°C,
para evitar sua solidificacéo, a 37°C.

Laminas, previamente limpas com alcool etilico e secas com panos
absorventes, foram mergulhadas na agarose aquecida, a fim de que a
superficie com ponta esmerilhada, na qual estava a identificacdo de cada uma
das laminas, ficasse completamente coberta com uma camada fina de agarose.
As laminas ficaram por 24h sobre uma superficie plana e horizontal em
temperatura ambiente para que a cobertura de agarose solidificasse.

Essa primeira camada € feita com o intuito de melhorar a adesao da
segunda camada nas laminas, que conterd o material celular (VIGNARDI,
2012).

Para preparar a solucdo da segunda camada, de agarose de baixo ponto
de fusdo (LMP), 100mg de agarose normal foram dissolvidos em 20mL de PBS
e levados ao forno microondas para fervura e dissolucdo. A solucdo foi
armazenada na geladeira até o momento do uso, quando foi aquecida em
banho-maria e mantida em temperatura acima de 37°C, temperatura que

mantém o gel liquido.

5.3.2 Ensaio Cometa

Em um ambiente protegido da luz, foram preparadas as laminas do
ensaio cometa. Para isso, da solucdo contendo sangue animal e PBS foram

coletados 10uL e misturados com 120uL de agarose LMP liquefeita. Esta
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suspensao celular foi depositada sobre uma das laminas preparadas com
cobertura de agarose e entdo coberta com uma laminula de vidro. As laminas
com essa segunda camada eram dispostas horizontalmente em uma bandeja e
levadas a geladeira por 15 minutos para a solidificacdo do gel. As laminulas
foram, ent&o, delicadamente retiradas.

As laminas foram imersas em uma cubeta de vidro contendo uma
solucéo de lise gelada de alta concentracdo de sais e detergente (NaCl 2,5M,
Na;EDTA 100mM, Tris 10mM, pH 10; Triton X-100 e DMSO 10%, adicionados
logo antes do uso). O periodo de imersao foi de 24h. Este procedimento visa
romper as membranas das células sanguineas, do nucleo e organelas,
retirando e dissolvendo componentes citoplasmaticos e proteinas nucleares.

Apos as 24 horas, as laminas foram dispostas na cuba eletroforética e,
guando necessario, laminas limpas preencheram 0s espacos existentes. A
cuba foi mantida refrigerada e ao abrigo da luz.

Na cuba de eletroforese adicionou-se delicadamente a solucédo de
eletroforese pH>13 (NaOH 10M, EDTA 200mM), cobrindo as laminas por 30
minutos para que ocorresse o0 desenrolamento ou relaxamento do DNA.

Iniciou-se, entdo, a corrida de eletroforese a 25V e 300mA por 25
minutos. Terminada a eletroforese, as laminas eram retiradas da cuba e
dispostas inclinadas em uma bandeja por um minuto para escorrer.

A neutralizacdo das laminas foi feita através de sua imersdo em solucéo
tampéo neutro gelado (Tris 0,4M; pH 7,5), por 15 minutos, divididos em 3
secdes de 5 minutos cada.

As laminas foram secas em temperatura ambiente e entdo fixadas em
etanol 96% por 5 minutos. Apoés a fixacdo as laminas foram amazenadas para
coloracéo e visualizagao.

Para a coloracdo foram adicionados 25uL de brometo de etideo
(0,02g/L) em cada lamina. As laminas eram entdo cobertas com uma laminula
cada e levadas ao microscopio de epifluorescéncia (Leica DMLS) com aumento
de 400x. Para cada lamina foram analisados 100 nucleoides.

Para a andlise dos danos causados ao DNA, os cometas foram
classificados de acordo com o dano, conforme o comprimento da cauda

formada apds a corrida eletroforética, segundo Gomes et al. (2012).
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Nesta classificacdo a classe 0 corresponde a nucledides considerados
intactos, sem danos aparentes, sem cauda; a classe 1 corresponde a danos
pequenos, 0s nucledides apresentam um tamanho de cauda inferior ao
didametro da cabecga; a classe 2 aos danos médios, os nucledides apresentam
caudas com tamanhos equivalentes a uma vez o tamanho do diametro da
cabeca; a classe 3 aos danos mais severos, 0s nucledides apresentam caudas
com tamanho equivalente a duas vezes o diametro da cabeca; e a classe 4 aos
danos maximos, os nucledides apresentam caudas com tamanho superior a

duas vezes o diametro da cabeca (Fig 7).

Figura 7 — Classificacdo dos danos. Fonte: SALDANHA, 2007.
A: Classe 0, B: Classe 1, C: Classe 2, D: Classe 3, E: Classe 4.

O indice de Dano (ID) foi calculado pela somatéria dos produtos da
multiplicacdo entre o numero de nucledides de cada classe (n) para cada peixe

e o digito denominador da classe (0, 1, 2, 3, 4).

(ID) = 0(n Classe 0) + 1(n Classe 1) + 2(n Classe 2) + 3 (n Classe 3) + 4(n Classe 4)

Equac&o 1: indice de dano

Assim, o valor do ID varia de 0, para peixes com todos 0os cometas
apresentando DNA intactos, a 400 para peixes com todos 0s cometas com

DNA danificados ao maximo.
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5.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal-Wallis através do
programa BioEstat 2.0. O nivel de significAncia considerado nas analises foi de
0,05. O programa Excell para Windows foi utilizado para o célculo das
medianas. A elaboracéo dos graficos foi através do programa GraphPad Prism

(GraphPad Software Inc.).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 BIOENSAIO AGUDO

N&o foi observada mortalidade de nenhum individuo no decorrer dos
guatro dias de exposicéao.

Os exemplares de Astyanax sp, ao final do bioensaio, apresentavam-se
dentro da normalidade quanto as massas corplreas e comprimento total:
1,62+0,80 g e 4,77+0,67 cm. Nesse bioensaio, 60% dos peixes utilizados era
fémeas e 40% eram machos.

Os escores foram calculados conforme a equacao 1, esses resultados,

bem como suas medianas estdo compilados na Tabela 2.

Tabela 2 - Escores resultantes do bioensaio agudo.

Organismo Controle H,0O Controle gel Aquariol  Aquario2  Aquério 3

1 168 137 218 136 231
2 115 154 176 195 196
3 97 127 297 146 166
4 175 240 217 239 215
5 179 78 231 146 261
6 183 101 259 164 166
7 89 151 238 228 194
8 172 236 221 273 135
9 129 142 199 225 201
10 125 241 135 255 274
11 113 249 205 176 236
12 245 206 165 215 218
13 161 120 166 205 198
14 66 124 208 239 205
15 181 160 111 153 205
Mediana 161 151 208 205 205

As medianas dos escores nos grupos controle agua, controle gel e
Aquarios 1,2 e 3 foram, respectivamente, 161, 151, 208, 205 e 205 (Fig. 8).
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Ensaio cometa - Agudo
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Figura 8 - Escores obtidos no ensaio cometa (agudo) com eritrécitos de Astyanax sp;
nos diferentes grupos, controle agua, controle gel e expostos as concentragdes de filtro
solar — Aquarios 1,2 e 3. Letras iguais indicam falta de diferenca estatistica significativa e
letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

A partir da analise estatistica dos dados do ensaio cometa nao foi
observada diferenca significativa nos escores de danos entre 0S grupos
controle agua e controle gel (p = 0,37). Foram observadas diferencas
significativas entre o grupo controle agua e os Aquarios 1, 2 e 3 (p=0 em todas
as comparacdes). Nao houve diferenca significativa entre o grupo controle gel e
os Aquarios 1 e 2 (p=0,05 e p=0,08 respectivamente), porém foram observadas
diferencas significativas entre o grupo controle gel e o Aquéario 3 (p=0,035).
Nado foram observadas diferencas significativas entre os Aquéarios 1 e 2
(p=0,86), 1 e 3 (p=0,85) e 2 e 3 (p=0,72).

Alguns desses resultados sao particularmente importantes, pois podem
representar que em certas condi¢cdes o protetor pode levar a danos ao material
genético dos peixes.

Quando se analisa o0 ensaio cometa agudo com eritrocitos de peixes, é
possivel verificar que ndo houve diferenca significativa entre os escores dos
grupos controle agua e controle gel, o que sugere que, nessas condi¢cdes, a
base do protetor solar ndo provoca danos ao DNA.

Por outro lado, quando se compara o controle agua com os Aquarios 1,
2 e 3, se observam diferencas significativas em todos os casos, sendo assim,
pode-se propor que numa exposicdo aguda o protetor solar pode causar danos
ao DNA.
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Por fim, a comparagdo entre as variadas concentra¢cdes nao indicou
diferencas significativas, sugerindo que em apenas 96h a concentracdo do

contaminante nao é fator determinante na extenséo dos danos ao DNA.

6.2 BIOENSAIO SUBCRONICO

Foi observada mortalidade de 11 individuos no decorrer dos vinte e um
dias de exposicéo, ocorrida no grupo exposto a maior concentragcdo, Aquario 3,
iSso representou 73,3% dos peixes desse grupo.

Os exemplares de Astyanax sp, ao final do bioensaio, apresentavam-se
dentro da normalidade quanto as massas corpéreas e comprimento total:
1,54+0,67 g e 4,90+£0,59 cm. Nesse bioensaio, 55% dos peixes utilizados era
fémeas e 45% eram machos.

Bem como no teste agudo, os escores foram calculados utilizando a
equacao 1, esses resultados, bem como suas medianas estdo compilados na
Tabela 3.

Tabela 3 - Escores resultantes do bioensaio subcrénico.

Organismo Controle H,0O Controle gel Aquariol  Aquario2  Aquério 3

1 151 157 332 233 301
2 140 113 339 272 261
3 216 93 254 238 295
4 174 153 269 266 273
5 175 190 294 164
6 189 148 220 222
7 165 97 184 338
8 169 156 260 267
9 188 181 255 234
10 96 153 228 299
11 116 163 192 217
12 143 175 175 238
13 131 206 184 205
14 181 212 132 225
15 177 203 190 210

Mediana 169 157 228 234 284
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As medianas dos escores nos grupos controle &gua, controle gel e
Aquaérios 1,2 e 3 foram, respectivamente 169, 157, 228, 234 e 284 (Fig. 9).

Ensaio cometa - Subcronico
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Figura 9 - Escores obtidos no ensaio cometa (subcrénico) com eritrocitos de Astyanax
sp; nos diferentes grupos, controle agua, controle gel as concentrac8es de filtro solar —
Aquarios 1,2 e 3. Letras iguais indicam falta de diferenca estatistica significativa e letras
diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

A partir da andlise estatistica dos dados do ensaio cometa néo foi
observada diferenca significativa nos escores de danos entre 0S grupos
controle agua e controle gel (p = 0,94). Foram observadas diferencas
significativas entre o grupo controle agua e os Aquarios 1, 2 e 3 (p=0 em todas
as comparacfes), assim como entre 0 grupo controle gel e os Aquarios 1,2 e 3
(p=0 em todas as comparacdes). Porém ndo foram observadas diferencas
significativas entre os Aquarios 1 e 2 (p=0,53), 1 e 3 (p=0,13) e 2 e 3 (p=0,27).

As informacdes obtidas a partir desses resultados sdo relevantes, pois
podem sugerir que em certas condicdes o protetor pode acarretar em danos ao
material genético dos peixes.

Quando se analisa o ensaio cometa subcronico com eritrocitos de
peixes, semelhante ao que foi verificado no teste agudo, percebe-se que nao
houve diferenca significativa entre os escores dos grupos controle agua e
controle gel, o que sugere que, nessas condicdes, a base do protetor solar ndo
provoca danos ao DNA.

Novamente, quando se compara o controle gua com os Aquarios 1, 2 e

3, se observam diferencas significativas em todos os casos, sendo assim,
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pode-se propor que numa exposi¢ao subcronica o protetor solar pode causar
danos ao DNA.

Da mesma forma, a comparacdo entre as medianas dos escores do
controle gel e as diferentes concentracbes de protetores solar resulta em
diferenca significativa em todos 0s casos, esse resultado reforga a sugestéo de
que apenas a base Lecigel™ do protetor solar ndo oferece risco de danos ao
material genético do peixe.

Por fim, concordando com os resultados do teste agudo, as
comparacdes entre as variadas concentragbes nao indicaram diferencas
significativas entre si, sugerindo que nessas condi¢cbes a concentracdo do
contaminante ndo € fator determinante na producdo de danos no material
genético do peixe.

Kunz et al. determinou in vitro a atividade estrogénica de 23 filtros UV
empregando uma levedura recombinante com o receptor de estrogénio de truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Os filtros benzofenona-1, benzofenona-2, 4,4-
dihidroxi-benzofenona, 4-hidroxibenzofenona, 2,4,4-trihidroxi-benzofenona e
fenil salicilato mostraram curvas dose-resposta com respostas maximas de 81-
115%, enquanto 3-benzilideno canfora, octil salicilato, benzil salicililato,
benzofenona-3, e benzofenona-4 mostraram maximas de 15-74%. No mesmo
trabalho, Kunz et al. analisou a estrogenicidade in vivo de oito filtros UV em
peixes “fathead minnows” (Pimephales promelas) pela inducdo potencial de
vitelogenina depois de 14 dias de exposicdo aquatica. Trés filtros
demonstraram potencial in vivo, dentre eles a benzofenona-3, que induziu a
producéo de vitelogenina em concentracbes mais baixas (435ug/L) do que a
benzofenona-1 (4919ug/L) e a benzofenona-2 (8783ug/L).

Em outro trabalho, Kunz et al. analisou os efeitos do filtro UV 3-
benzilideno canfora na reproducéo de peixes Pimephales promelas. Depois de
uma exposicao de 21 dias, 3-benzilideno canfora afetou a reproducéo de forma
dose-dependente com pequenos efeitos na fecundidade em 3ug/L, diminuicdo
significante em 74ug/L, e interrupcdo da reproducdo em 285ug/L. Ocorreram
também, de forma dose-dependente, desmasculinizacdo em caracteristicas
sexuais secundarias de machos e efeitos na inducdo de vitelogenina
plasmatica, sendo significante a partir de 74pg/L. O 3-benzilideno canfora

também demonstrou um profundo efeito dose-dependente na histologia das
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gonadas de machos e fémeas a partir de 3ug/L. Em 74pg/L e 285ug/L, o
desenvolvimento de ovdcitos e espermatdcitos foram inibidos nas génadas de

fémeas e machos.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, foram avaliados os efeitos do protetor solar comercial de
composi¢cdo p-metoxicinamato de octila 3% e benzofenona-3 7% através do
ensaio cometo com eritrécito de peixe Astyanax sp, em duas baterias de testes:
ensaio agudo (96 horas) e ensaio subcronico (21 dias).

A partir desse trabalho pode-se notar que nas condi¢gdes dos testes, em
ambos 0s casos, 0 controle composto apenas por dgua quando comparado ao
controle gel, ndo apresentou diferenca significativa. Por outro lado, quando
comparados 0 controle agua e 0s grupos contaminados com protetor solar,
resulta em diferenca significativa. Além disso, no teste subcrénico, houve
também diferenca significativa entre os grupos contaminados com a formulacéo
completa e o grupo contaminado apenas com a base gel-creme.

Esses resultados podem sugerir que os filtros-UV utilizados podem
causar danos ao material genético dos peixes, e esses danos podem ser
atribuidos ao MCO e ao BZ-3, considerando que em ambos 0s testes 0s
controle agua e gel nao resultaram em diferencas significativas entre si.

No entanto, esses dados ainda sdo muito escassos para afirmar que os
filtros utilizados possam a vir causar efeito danoso ao peixe estudado e ao
meio ambiente. Para tanto, sdo necessarias avaliacdes complementares, como
testes de microndcleo pisceo, testes de exposicdo crbnica, novas avaliacdes
com outros géneros e espécies de peixes, outros organismos, menores e
maiores concentracdes de contaminantes, bem como investigar suas fontes, o
destino e outras implicacbes ecotoxicoldégicas que o protetor solar possa
causar.

As concentracdes utilizadas foram escolhidas arbitrariamente, a fim de
realizar um ensaio preliminar, devido a falta de estudos e descricbes sobre
esses compostos em testes de genotoxidade. Mas os resultados encontrados
se mostraram satisfatérios e podem ser usados em proximos ensaios. Com
excecdo da maior concentracao utilizada, Aquario 3, que provocou a morte do
alguns organismos no ensaio subcronico. Como isso nao é desejado nesse tipo
de bioensaio, as concentracbes em testes futuros devem ficar abaixo desse

valor em ensaio subcrdnicos para essa espécie.
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